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IV. RESUMEN-ABSTRACT  
 
El término clínico Carcinoma Inflamatorio mamario (CI) se emplea para describir el 
síndrome producido por un tipo especial de carcinoma mamario localmente avanzado. 
Caracterizado clínicamente por rápido crecimiento y eritema de la mama, en ausencia 
frecuentemente de un nódulo mamario, se asemeja a un proceso inflamatorio de la piel. Esta 
patología mamaria posee características diferenciales desde el punto de vista genético, biológico y 
de comportamiento clínico con respecto a otros tumores mamarios y está considerada como la 
neoplasia mamaria más agresiva y de peor pronóstico en la mujer y en la perra. 
A partir de 23 muestras de tejido mamario canino se realizó el análisis de la expresión 
génica del CI canino respecto a tejido mamario sano y carcinomas distintos al CI de la misma 
especie. Estudiando su expresión mediante Differential Display (DD), método que permite la 
identificación de nuevos genes y cambios en la expresión génica, y mediante el análisis de genes 
conocidos candidatos funcionales. 
Los perfiles transcripcionales de las muestras de CI, carcinomas no CI y tejido mamario 
no patológico analizados mediante la técnica de DD mostraban patrones de expresión distintos, 
identificándose genes implicados en actividades de progresión del ciclo celular, y degradación 
dentro del sistema ubiquitina-proteosoma entre otros. 
También se demostró la expresión diferente en los distintos grupos de muestras, de genes 
candidatos funcionales que participan en procesos y rutas metabólicas clave en el desarrollo y 
progresión del CI, como genes implicados en rutas hormonales, relacionados con invasión y 
metástasis, factores de transcripción, implicados en adhesión celular, transducción de señales y 
angiogénesis, y genes asociados anteriormente al cáncer de mama. 
Estos resultados identifican cambios moleculares significativos en CI que permiten una 
mejor comprensión de las rutas metabólicas que participan en el desarrollo y progresión de esta 












The term Inflammatory Breast Carcinoma (IBC) is used in a clinical sense to describe a 
special type of locally advanced human mammary carcinoma. Clinically characterized by a rapid 
enlargement and erythema in the breast, often without a breast mass, the  presentation resembles 
an inflammatory condition of the skin. IBC has genetics, clinical and pathological different 
features than other non-inflammatory mammary tumours, and it is considered the most malignant 
type of mammary cancer, very aggressive and with extremely poor prognosis both in women and 
bitches.  
A total of 23 canine mammary tissue samples were analyzed for gene expression 
comparing canine CI tissues, healthy tissues and non-inflammatory canine mammary carcinoma. 
Gene expression was studied by Differential Display (DD), which is a method that allow not only 
to identify new genes but also the diagnosis of any changes in gene expression, and analyzing 
functional candidate genes 
Transcriptional profiles between canine CI, non-inflammatory canine mammary 
carcinoma and healthy tissues, measured through DD showed different expression patterns. We 
identified sequences corresponding to genes implicated in cell progression, protein ubiquitination 
and others. 
  We also demonstrated different expression between the samples for several functional 
candidate genes which are implicated in target process and pathways for IBC development and 
progression, like genes associated with hormonal pathways, genes related with invasion and 
metastasis, transcription factors, genes related with adhesion, signal transduction molecules, 
angiogenesis, and genes directly associated with breast cancer. 
This results identify important molecular changes in canine CI which allow us the better 





















































1 CÁNCER DE MAMA 
 
1.1 Glándula mamaria 
 
La especie canina posee cinco pares de mamas divididos en dos cadenas (derecha e 
izquierda) que se disponen en filas simétricas bilaterales desde el tórax craneal a la región inguinal 
y se designan según su localización como torácicas (craneal y caudal), abdominales (craneal y 
caudal) e inguinales (Frandson et al., 1988). Están localizadas dentro de la grasa subcutánea en la 
pared ventral torácica e histológicamente se clasifican como glándulas exocrinas tubuloalveolares 
compuestas. La unidad secretora se compone de un alveolo y un ducto. Los alveolos están 
formados por epitelio cúbico simple rodeados de células mioepiteliares que reposan sobre la 
membrana basal. Los grupos de unidades secretoras forman lobulillos que están separados por 
septos de tejido conectivo. El conjunto de lobulillos forma un lóbulo glandular. Cada lóbulo 
posee un conducto galactóforo que drena la secreción de las células conduciéndola hasta la papila 
mamaria o pezón. Las células mioepiteliales pueden contraerse de manera similar a las células 
musculares, produciendo la secreción de la leche desde los alveolos hasta los conductos 
galactóforos. Los conductos galactóforos se dilatan en su porción terminal formando el seno 
galactóforo que se abre a nivel de la papila mamaria (Junqueira et al., 1996).  
Durante la lactación las glándulas mamarias se hipertrofian, producen el calostro y 
finalmente leche. La secreción normal de las glándulas mamarias consta de una importante 
cantidad de proteína y gotas lipídicas. Esta secreción tiene baja celularidad, con macrófagos, 
linfocitos y neutrófilos (Henson et al., 2001).  
 
1.2 Epidemiología del cáncer mamario canino 
 
Los tumores mamarios son el segundo grupo de neoplasias más frecuentes en la especie 
canina después de los tumores de piel (Moulton et al., 1999). En las hembras son los tumores más 
comunes, suponiendo el 52% de todas la neoplasias (Brody et al., 1985). Del 41% al 53% de las 
neoplasias mamarias son diagnosticadas en hembras como malignas (Rutteman et al., 2000). La 
incidencia de tumores de mama en machos es del 1% o menor, y normalmente se producen por 
la secreción de estrógenos por parte de un tumor testicular en las células de Sertoli (Rutteman et 
al., 2000; Moulton et al., 1999). 
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La edad media al diagnóstico es de 10 años, no siendo frecuente la aparición de una 
neoplasia mamaria en perros menores de 4 años (Rutteman et al., 2000). A los 6 años el riesgo de 
desarrollar tumores mamarios se incrementa (Brody et al., 1985) y parece que después de los 14 
años la incidencia de desarrollo de neoplasias mamarias disminuye, aumentando sin embargo la 
probabilidad de que estas sean malignas (Moulton et al., 1999). 
El desarrollo de neoplasias en la glándula mamaria parece ser hormonodependiente ya que 
el riesgo de padecer tumores mamarios aumenta con cada ciclo estral, siendo del 0,5% para las 
perras esterilizadas antes del primer estro, 8% para las esterilizadas después del primer ciclo y 
26% para aquellas esterilizadas después de 2 o más ciclos. La ovarioectomía temprana es una 
firme protección contra el desarrollo de tumores mamarios (Misdorp et al., 1988; Loar et al., 1989).  
Los tumores mamarios benignos aparecen en la vida mas tempranamente que los 
malignos (Misdorp et al., 1988) y en animales jóvenes a menudo pueden presentarse displasias o 
hiperplasias. (Pérez-Alenza et al., 2000).  
El estudio de la predisposición de padecer neoplasias mamarias según la raza canina 
parece indicar que las razas Spaniel, Caniche y Dachshunds tienen una elevada incidencia 




La etiopatogenia de los tumores mamarios caninos (TMC) es multifactorial. La formación 
tumoral es muy compleja y requiere la acumulación de múltiples alteraciones oncogénicas. Tras el 
sexo y la edad, el principal factor de riesgo para desarrollar esta enfermedad es una historia 
familiar positiva, lo que sugiere la existencia de factores genéticos que predisponen al desarrollo 
de cáncer de mama. Se considera que la proporción de neoplasias mamarias directamente 
atribuibles a factores hereditarios es de un 5% a un 10% del total (De la Hoya, 2000). Las 
alteraciones moleculares que van asociadas al desarrollo de los tumores, en su mayoría, muestran 
una progresión pareja a la progresión histopatológica, que evoluciona desde lesiones incipientes, 
con grados de displasia y atipia variables, a tumores “benignos”, carcinomas intraepiteliales, 
tumores infiltrantes y finalmente hacia la diseminación metastásica. La distinción entre benigno y 
maligno es simple, y conceptualmente errónea en muchos tumores y procesos neoplásicos.  
Es un error considerar los procesos tumorales como procesos estáticos, que son definidos 
por una serie de características descritas en un momento dado y en un contexto 
anatomopatológico determinado. Desde el punto de vista molecular el proceso carcinogenético se 




Algunos factores hormonales podrían estar involucrados en el desarrollo de tumores 
mamarios (Battistacci et al., 1974; Hellmén et al., 1993). La administración de progestágenos se 
asocia con incremento en la aparición de tumores mamarios benignos en la perra (Misdorp et al., 
1988; Rutteman et al., 1990; Donnay et al., 1994; Selman et al., 1994). Los tratamientos con 
estrógenos utilizados para la interrupción de la gestación también aumentan el riesgo de aparición 
de tumores mamarios (Rutteman et al., 1990; Donnay et al., 1994). Se ha sugerido que los 
frecuentes episodios de pseudogestación podrían incrementar la aparición de lesiones 
preneoplasicas (Murrel et al., 1991; Rutteman et al., 1990; Donnay et al., 1994 ; Selman et al., 1994).  
Otros factores que podrían participar en el desarrollo del tejido mamario normal y 
neoplásico son, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), los factores de crecimiento 
transformante (TGFs) (Blood et al., 1990; Donnay et al., 1994; Ettinger et al., 1997), el factor tipo 
insulínico I (IGF-I) y la proteína relacionada a la hormona paratiroidea (PTHrP) (Gilbertson et al., 
1983; Okada et al., 1997; Weir et al., 1998). Dichos factores están asociados con la presencia de 
receptores de estrógenos (RE) y de progesterona (PR) en tumores de glándula mamaria 
(Rutteman et al., 1989; Gobello et al., 2001). En ciertos tumores mamarios también se han 
encontrado receptores para glucocorticoides (Parodi et al., 1984) y dihidrotestosterona (D´Arville 
et al., 1979). 
La obesidad y la dieta rica en grasas en los primeros años de vida también han sido 
asociadas con un peor pronóstico e incremento del riesgo de padecer tumores mamarios 
respectivamente (Sonnenschein et al., 1991; Kitchell et al., 1995). 
En tumores de mama se han identificado múltiples alteraciones cromosómicas que 
involucran deleciones en los cromosomas 3p, 11p, 13q, 17p y también pérdida de heterocigosis en 
los cromosomas 1p, 1q, 17q y 18q entre otras, que en algunas ocasiones producen pérdida de los 
denominados genes supresores (Ramón y Cajal, 2000). 
 
1.3.1 Factor hormonal 
 
Los mecanismos de actuación hormonal sobre la etiología y desarrollo de esta patología 
no están claros, pero si se sabe que en la glándula mamaria los estrógenos y andrógenos modulan 
el crecimiento y diferenciación de las células mamarias (Birrell et al., 1998; Liao et al., 2002). La 
formación de hormonas sexuales en tejidos periféricos, como las glándulas mamarias, está bien 
documentada en la especie humana (Blankenstein et al., 1999; Maggiolini et al., 2001).  
Se han encontrado receptores para estrógenos y progesterona en el tejido glandular 
mamario normal, en el 70% de los tumores benignos y en el 50% de los tumores malignos 
(Corrada et al., 2001). Los tumores que no presentan receptores son los más agresivos e 
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indiferenciados. Además la presencia de receptores es muy poco frecuente en las metástasis, lo 
que podría indicar un patrón de crecimiento autónomo. Este hallazgo concuerda con la idea de 
que una alteración en el mecanismo normal de expresión de dichos receptores produciría un 
progresivo desarrollo de tumores malignos o que la progresión tumoral implica la alteración de su 
expresión. En la especie humana las neoplasias RE positivas o RE y PR positivas responden al 
tratamiento endocrino, pero los tumores que carecen de tales receptores no (Mc Guire et al., 1980; 
Nerurkar et al., 1987; Rooney et al., 1993). Otros análisis de expresión, llevados a cabo con 
técnicas de PCR a tiempo real, realizados en tumores mamarios de la mujer han encontrado una 
sobre-expresión del RE β en tumores con pronóstico desfavorable, como aquellos que no 
responden al tratamiento con Tamoxifeno (Iwao et al., 2000). Sin embargo otros estudios de 
detección de RE β con RT-PCR hablan de su menor expresión en tumores mamarios respecto a 
tejido mamario sano (Speirs et al., 1999). 
La expresión inmunohistoquímica en la especie humana del receptor de andrógenos 
ofrece resultados contradictorios respecto al porcentaje de expresión, relación con el tipo 
histológico, pronóstico y correlación con otros receptores esteroideos (Illera et al., 2003). Y no 
está claro el mecanismo por el cual los andrógenos ejercen su acción en la glándula mamaria, 
pudiendo realizarse de manera directa sobre el receptor de andrógenos, o de forma indirecta 
mediante su conversión en estradiol (Maggiolini et al., 1999). 
La mayor parte de estrógenos circulantes se encuentran en forma de sulfato de estrona 
(SO4E1) cuyos niveles séricos son 10 veces superiores a los niveles de estrógenos no conjugados 
como el 17β-estradiol o la estrona (Pascualini et al., 1986; Dao et al., 1974), y cuya concentración 
es de 10 a 40 veces superior en el tejido de una neoplasia mamaria que en el suero en la especie 
humana (Pascualini et al., 1989). La importancia de la ruta metabólica mediada por la estrona 
sulfotransferasa en tumores mamarios humanos ha sido sostenida por distintos autores los cuales 
encontraron concentraciones mayores de estrona sulfato en tejidos neoplásicos mamarios que en 
tejido mamario sano (Edery et al., 1981; Pascualini et al., 1996).  
 
1.3.2 Factor de Crecimiento Insulínico t po I i
 
El factor de crecimiento insulínico tipo I (IGF-I) se sintetiza en el hígado y se encuentra 
en la circulación unido a proteínas transportadoras. En los tejidos se hallan los receptores para 
IGF-I que, al unirse al ligando inician una serie de reacciones bioquímicas que finalmente 
desencadenan la proliferación celular sin intervención del circuito REs o bien, simultáneamente, 





1.3.3 Prolactina y Hormona del crecimiento  
 
El papel desempeñado por las hormonas hipofisarias en la tumorogénesis mamaria es 
controvertido. La prolactina y hormona del crecimiento (GH) estimulan el desarrollo y 
diferenciación de la glándula y también la lactogénesis (Rutteman et al., 1989; Rutteman et al., 
1995; Gobello et al., 2001). La secreción de GH inducida por la progesterona podría influenciar el 
desarrollo de tumores, que ocurriría por la proliferación de células epiteliales mamarias 
susceptibles (Hampe et al., 1974; Rutteman et al., 1989; Ettinger et al., 1997; Hahn et al., 2001). Las 
mamas neoplásicas producen, a su vez, GH que autoperpetuaría su desarrollo (Corrada et al., 
2002). 
  El riesgo de desarrollar un tumor mamario es más elevado para las perras que han 
presentado muchas pseudogestaciones, aunque este aumento del riesgo podría ser secundario a la 
asociación del efecto de la edad y a la acumulación de productos de secreción dentro de la mama, 
ya que estos productos no se eliminan como en la lactancia fisiológica. Habría una combinación 
de hipoxia ligada a la distensión de los acinos, liberación de radicales libres carcinogénicos y 
acúmulo de productos carcinogénicos de origen alimenticio o derivados de la degradación de la 
misma leche. Estos productos estarían en un contacto prolongado con el epitelio mamario y 
podrían inducir lesiones preneoplasicas o influenciar la evolución de lesiones preexistentes. La 




Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) juegan un papel fundamental en los mecanismos 
de degradación durante los procesos de invasión y metástasis ya que participan en la degradación 
de la matriz extracelular. Además se ha encontrado una asociación positiva entre la elevada 
expresión de dichas enzimas en tumores mamarios caninos y el grado de malignidad (Yokota et 
al., 2001; Hirayama et al., 2002; Papparella et al., 2002).  
 
1.3.5 Ciclooxigenasa 2 (COX-2) 
 
Las enzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2 catalizan la formación de prostaglandinas a 
partir de ácido araquidónico, desempeñando un papel importante en distintos procesos 
fisiológicos y patológicos. Aumentos en la expresión de COX-2 se han asociado con distintos 
cánceres humanos, incluido neoplasias mamarias (Singh et al., 2002). También se ha observado 
que inhibidores selectivos de COX-2 como celecoxib y nimesulide reducen la incidencia, 
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multiplicidad y volumen del tumor (Harris et al., 2000; Nakatsugi et al., 2000). COX-2 se encuentra 
expresado inmunohistoquímicamente en una proporción significativa de TMC, sin embargo 
tumores menos agresivos como los adenomas expresan en menor proporción COX-2 (un 24%) 
frente a un 56% de los tumores malignos (Doré et al., 2003). 
 
1.3.6 Moléculas de adhesión 
 
Las moléculas de adhesión celular facilitan la adhesión entre células de forma específica. 
Resultan de importancia porque la génesis y desarrollo de las metástasis depende, entre otros 
factores, de la integridad o ruptura de las proteínas que la célula metastásica encuentra en su 
movilidad (Rocheford et al., 1992). Conjuntamente con otras proteasas (colagenasa, 
metaloproteinasas, etc.) la catepsina D ha pasado a ser un marcador de recurrencia y metástasis en 
las neoplasias. Su aumento se asocia con mayor fluidez extracelular por proteolisis de cadherina, 
actina, vinculina y otras moléculas de adhesión celular.  
Se han encontrado alteraciones en tumores de mama de diversos tipos de colagenasa y en 
la expresión de moléculas de adhesión como el DCC, CD44 y E-cadherina (Ramón y Cajal, 2000). 
Un factor involucrado en la progresión tumoral en los tumores mamarios caninos es la pérdida de 
una molécula denominada E-cadherina, perteneciente a la familia de moléculas de adhesión 
celular (CAM). En algunos tumores mamarios caninos se modifica la cantidad o naturaleza de la 
E-cadherina de su superficie celular lo cual afecta muchos aspectos de la adhesión intercelular y la 
migración celular, así las metástasis de células tumorales se asocian con la perdida de cadherina de 
superficie celular (Restucci et al., 1997; Brunetti et al., 2003; Sarli et al., 2004). 
También destacan los estudios de expresión de diversos componentes de la familia de las 
integrinas (en especial A2 y B1) que son receptores de membrana y median la adhesión intercelular 
y la adhesión con la matriz extracelular. La disminución de la expresión de A2 y B1 se ha asociado 




La vinculación entre el colesterol y la biología tumoral se estableció hace tiempo, cuando 
se observó que ciertas células neoplásicas sintetizaban grandes cantidades de colesterol. Más tarde, 
se comprobó que la principal enzima reguladora de la síntesis de colesterol, la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), se encontraba significativamente 
aumentada en los tejidos tumorales (Alonso et al., 1998). Las células tumorales tienen una 




HMG-CoA reductasa interviene en la duplicación celular proporcionando cantidades suficientes 
de colesterol para la conservación de la integridad de las membranas celulares y activando la ADN 
polimerasa, enzima de la cual depende la síntesis del ácido desoxirribonucleico (ADN). La 
observación de que en animales de experimentación el descenso del colesterol en sangre, inducido 
por la dieta o por tratamiento con fármacos, disminuye el crecimiento de la masa tumoral, 
corrobora que la inhibición de la biosíntesis del colesterol representa una estrategia atractiva para 
bloquear procesos relacionados con la transformación neoplásica (Gómez et al., 1998). La 
lovastatina es un antibiótico fúngico que inhibe de forma competitiva la actividad de la HMG-
CoA reductasa porque su estructura es semejante al sustrato. Las propiedades de la lovastatina no 
se limitan a sus efectos sobre la proliferación de las células tumorales puesto que también se 
comporta como un potente inhibidor de los procesos de adhesión, migración e invasión.  
 
1.3.8 Sistema inmune 
 
La función inmune alterada puede jugar un papel importante en la patogénesis de las 
neoplasias mamarias en la especie canina. Se han identificado antígenos no tumorales específicos 
que causan una inefectiva respuesta inmune humoral y celular. Los complejos inmunes 
identificados en perras con tumores mamarios generalmente impiden ejercer la respuesta inmune 




Todos aquellos genes cuya activación/inactivación constitutiva lleve a un aumento de la 
proliferación celular, altere el control del ciclo celular, interfiera con la diferenciación celular o 
estén involucrados en la muerte celular programada o apoptosis son potencialmente oncogénicos. 
Además hay que añadir todos aquellos cambios moleculares que se pueden heredar por línea 
germinal y predisponer a diversos tipos de cánceres, y a los mecanismos de carcinogénesis como 
deficiencias en el control de reparación del ADN, que se pueden asociar con el desarrollo de 
tumores (Ramón y Cajal, 2000). 
La descripción de oncogenes y genes supresores de tumores se basa en la capacidad 
transformante que confieren los oncogenes, y la pérdida de función de la actividad supresora de 
los genes supresores. Hay más de 100 oncogenes con capacidad transformante in vitro, y la 
mayoría está relacionados con el ciclo celular, la proliferación celular, factores de crecimiento, 
rutas de transmisión de señales, o involucran a genes cuya pérdida de control o actividad implica 
ventajas de crecimiento que normalmente confieren la actividad transformante (Ramón y Cajal, 
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2000). Presentes en la célula normal como proto-oncogenes, se encargan a través de las 
correspondientes proteínas que codifican, de gobernar la replicación y la diferenciación celular. 
Sin embargo cuando estos genes reguladores del crecimiento se activan de manera inapropiada 
dirigen las células hacia la división incontrolada.  
El oncogen c-erbB-2 se encuentra en cánceres mamarios y ováricos. Su expresión se 
asocia a un elevado índice mitótico y se correlaciona con una respuesta clínica a la quimioterapia 
baja. El oncogen c-erbB-2 codifica una forma alterada y truncada de un receptor de membrana de 
factores de crecimiento con actividad intrínseca tirosina quinasa que lleva acabo 
autofosforilaciones que transmiten señales intracelulares de proliferación (Gómez et al., 1998). El 
c-erbB-2 fue mapeado en la especie canina mediante FISH (Fluorescence In Situ Hibridization) y 
fue ubicado en el cromosoma 1q13.1. Su expresión está asociada a una rápida progresión y mal 
pronostico en cáncer de mama en perras (Murua Escobar et al, 2001).  
 
1.3.10 Genes supresores de tumores 
 
Los genes supresores de tumores son genes que codifican proteínas que modulan el ciclo 
celular a través de un efecto inhibitorio sobre la progresión del mismo.  
El gen p53 codifica una fosfoproteina que regula la replicación del ADN, la proliferación 
celular y la muerte celular, e impide la propagación de células dañadas genéticamente. Las 
mutaciones en p53 contribuyen a incrementar alteraciones citogenéticas y formación de tumores 
(Veldhoen et al., 1999). Se han detectado mutaciones de p53 hasta en el 16% de los 
adenocarcinomas in situ de mama en la especie humana, indicando que puede ser una alteración 
precoz en el desarrollo del cáncer de mama, ajustándose al modelo de carcinogénesis secuencial 
con acumulación progresiva de alteraciones oncogénicas (Ramón y Cajal, 2000). 
Otro gen involucrado en la etiopatogenia tumoral es el BRCA1, productor de una 
fosfoproteina que participa en la regulación del ciclo celular. La perdida de la expresión de 
BRCA1 está asociada con una alta proliferación del marcador Ki-67 y RE α, y la reducción y 
distribución de BRCA1 en tumores mamarios caninos con características de malignidad 
histológica (Tsuchida et al., 2001; Nieto et al., 2003). También se ha descrito pérdida de 
heterocigosis en la región Hsa 13q12-13 en más de un 50% de los carcinomas esporádicos, región 
donde se encuentra BRCA2 y el gen del retinoblastoma (Ramón y Cajal, 2000). 
La proteinquinasa C (PKC) pertenece a una familia de proteínas quinasas que fosforilan 
aminoácidos serina y treonina en una gran variedad de proteínas. La importancia de la PKC radica 
en su implicación en los mecanismos de transducción de señales de algunos receptores 




Otras alteraciones oncogénicas que se están estudiando en cánceres de mama son la 
ciclina D/PRAD1 y la expresión de Bcl-2. El gen Bcl-2 codifica una proteína mitocondrial 
relacionada con la apoptosis. Su positividad se asocia en cánceres de mama con mejor pronóstico 
y positividad para los receptores estrogénicos (Ramón y Cajal, 2000). 
La fosfatasa supresora de tumores es un gen supresor de tumores, denominada también 
PTEN “phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten” o MMAC “mutated in 
multiple advanced cancers”. La mutación de PTEN fue publicada en el año 2006 en tumores 
mamarios caninos (Kanae et al., 2006).  
Numerosos estudios epidemiológicos han sugerido que los individuos portadores de un 
alelo mutado del gen responsable del síndrome Ataxia Telagiectasia (ATM) tiene una mayor 
predisposición a desarrollar tumores, especialmente el de mama (Swift et al., 1978; Pippar et al., 
1988; Borrasen et al., 1990). Sin embargo, existe controversia respecto a la importancia del gen 
ATM en el desarrollo de neoplasias mamarias. 
Las galectinas constituyen una familia de proteínas conservadas a través de la evolución 
que participan en diversos funciones biológicas. Esta familia está implicada en procesos 
inflamatorios agudos y crónicos, adhesión celular, proliferación y diferenciación, apoptósis, 
progresión tumoral y regulación del splicing alternativo. La mayoría de estas funciones biológicas 
han sido asignadas a galectina-1 (Gal-1) y galectina-3 (Gal-3) (Goldstone et al., 1991; Rabinovich et 
al., 2004). En perras con tumores mamarios malignos se ha observado que la progresión tumoral 
fue asociada con la perdida de la expresión de Gal-3 (Choi et al., 2004). 
 
1.3.11 Ciclo celular  
 
La familia de proteínas denominadas ciclinas tiene un papel fundamental en la regulación 
del ciclo celular, activando las distintas fases del ciclo celular. La mayoría de las células son 
capaces de proliferar en base a estímulos externos tales como factores de crecimiento y hormonas 
que actúan a través de receptores de superficie celular. Las ciclinas se combinan, activan y dirigen 
la acción de unas proteínas especializadas llamadas tirosina quinasas dependientes de ciclinas 
(CDK) (Bird et al., 2002), y son categorizadas dentro de 3 grupos: Tipo A, Tipo B y Ciclinas G1 
(ciclinas C, D, E).  
En el ciclo celular hay varios puntos de control llevados a cabo por complejos formados 
por ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDK). Las CDK son quinasas que fosforilan 
diversos sustratos involucrados en la progresión del ciclo celular, actuando como las unidades 
catalíticas del complejo. Las ciclinas actuarían como unidades regulatorias. Diversos estudios han 
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demostrado una asociación entre la expresión de distintas ciclinas y el cáncer mamario canino 
(Murakami et al., 2000; Sfacteria et al., 2003). 
 
1.3.12 Angiogénesis tumoral 
 
En los tumores, la proliferación de vasos de neoformación es un proceso necesario para el 
crecimiento tumoral. Varias moléculas son necesarias para promover la angiogénesis en tejidos 
normales, pero la más importante que controla la morfogénesis de los vasos sanguíneos es el 
factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF-A) o factor de permeabilidad vascular (VPF). 
VEGF-A forma parte de una familia de reguladores angiogénicos que incluye al factor de 
crecimiento de placenta (PIGF), VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D (Ferrara et al., 2003; Shibuya et 
al., 2006). 
VEGF-A aparece como un poderoso factor angiogénico en tumores mamarios caninos 
(Graham et al., 1999; Restucci et al., 2002; Restucci et al., 2004). Se han identificado receptores 
para VEGF-A en tumores mamarios caninos benignos y malignos mediante técnicas 
inmunohistoquímicas (Restucci et al., 2002; Restucci et al., 2004). 
VEGF-C y VEGF-D son importantes reguladores de la linfangiogénesis (Karkkainen et 




Otro de los mecanismos por los cuales los tumores mamarios progresan involucra a los 
telomeros. Cuando los telómeros de los cromosomas se acortan hasta cierta longitud transmiten 
instrucciones a la célula para su autodestrucción, suministran así un mecanismo para que el 
cuerpo elimine células envejecidas. En la mayoría de las células normales falta la telomerasa, pero 
en el cáncer es activa y bloquea el acortamiento de los telómeros. En consecuencia, las células 
cancerosas no mueren.  
La actividad telomerasa ha sido detectada en tumores mamarios caninos (Funakoshi et al., 
2000; Argyle et al., 2003). Algunas de las estrategias contra la telomerasa se basan en la 
identificación de agentes que inhiban la actividad de la telomerasa. El 3’-azido-2’, 3-
dideoxitimidina (AZT) es un inhibidor de la transcriptasa inversa, y ha mostrado inhibir la 









El proceso de metástasis consiste en la diseminación a órganos distantes de un tumor 
primario por vía sanguínea o linfática. En general, cuanto mas agresivo es el tumor primario, mas 
rápido crece y es más probable que metastatice, aunque existen excepciones. Algunas lesiones 
bien diferenciadas de crecimiento lento a veces metastatizan y a la inversa, lesiones de crecimiento 
rápido permanecen localizadas durante años.  
A pesar de los avances en el diagnostico temprano, técnicas quirúrgicas, terapias 
adyuvantes o neoadyuvantes, la mayoría de los pacientes mueren como resultado de las 
metástasis, las cuales son resistentes a las terapias convencionales (Fidler et al., 1978). La excisión 
quirúrgica del tumor primario no es curativa en muchos pacientes porque en ese momento la 
metástasis ya ha ocurrido (Sugarbaker et al., 1979). Las metástasis pueden estar localizadas en 
diferentes órganos y/o en diferentes regiones de un mismo órgano. La estructura y función del 
órgano afectado condiciona significativamente la respuesta de la terapia contra las células 
tumorales (Fidler et al., 1995), ya que las drogas antitumorales deben llegar al foco en cantidades 
suficientes para destruir las células tumorales sin producir efectos colaterales en el resto de los 
órganos.  
Las neoplasias contienen múltiples subpoblaciones de células con diferentes características 
genéticas, bioquímicas, inmunológicas y estructurales (Fidler et al., 1978; Fidler et al., 1982; 
Nicolson et al., 1984; Heppner et al., 1984; Fidler et al., 1990; Fidler et al., 1995; Radinsky et al., 
1996). Esta heterogeneidad es también prominente dentro y entre las metástasis (Fidler et al., 
1985; Radinsky et al., 1996).  
 
1.3.15 Factores epigenéticos 
 
El control genético de la expresión de distintas enzimas y componentes de la membrana 
celular es muy complejo y poco conocido, en parte mediado por factores epigenéticos locales que 
controlan y regulan la expresión de los mismos. En estadios avanzados así como en lesiones 
infiltrantes las alteraciones moleculares que impulsan la agresividad celular no sólo dependen de 
las propias células tumorales sino que también las células mesenquimales pueden condicionar en 
gran medida la expresión de los genes imprescindibles para la adquisición de un fenotipo invasivo 






1.4 Síntomas clínicos 
 
La presentación clínica de los tumores mamarios caninos es muy variable, pudiendo ser 
únicos o múltiples. En los casos múltiples pueden ser del mismo o diferente tipo histológico. 
Podemos observar uno o varios nódulos en glándula mamaria o cadena mamaria en más 
de un 50% de los perros con neoplasias mamarias. Un 60-70% de los nódulos aparecen en el 4º o 
5º par mamarios, debido posiblemente a que son las mamas caudales las que contiene mayor 
cantidad de tejido mamario (Kurzman et al., 1986). El tamaño de los tumores mamarios es muy 
variable, desde unos pocos milímetros hasta varios centímetros. Se presentan como nódulos 
aislados o múltiples dentro de la glándula mamaria y pueden o no asociarse con el pezón. Es 
frecuente encontrar secreciones anormales en pezones de las mamas afectadas. 
Las perras con tumores mamarios benignos generalmente son asintomáticas. Pueden 
presentarse signos clínicos de neoplasia mamaria debido a la molestia ocasionada por el 
crecimiento de la masa, que incluye excesivo lamido de la masa, dificultad para acostarse, y 
resistencia a la manipulación del área abdominal (Jordan et al., 1998).  
Los síntomas clínicos pueden estar provocados por las metástasis, como el aumento de 
tamaño de linfonódulos regionales (axilares o inguinales) en caso de metastatización desde la 
neoplasia primaria hasta los linfonódulos (Rutteman et al., 2000). Las metástasis en las neoplasias 




Aproximadamente el 50% de las neoplasias mamarias caninas son benignas. El 
adenocarcinoma es el tipo histológico maligno más común en los tumores mamarios caninos 
(Nelson et al., 1995). Es importante considerar que los tumores mamarios caninos pueden 
presentar múltiples tipos histológicos concurrentemente (Brodey et al., 1983; Allen et al., 1989). 
El grado de malignidad histológica usualmente se expresa en una escala de 1 a 3 grados, 
donde el grado 3 tiene los peores pronósticos (Jubb et al., 1970; Hampe et al., 1974; Misdorp et al., 
1988; Dhame et al., 1989). La transformación maligna celular está relacionada con la activación de 
diversos oncogenes y la inactivación de genes supresores. En dicho proceso de transformación 
celular va implícito el fallo de las células al diferenciarse y la activación de vías celulares que 




Los tejidos mamarios sanos al igual que la mayoría de tumores mamarios benignos 
expresan receptores de estrógenos y progesterona. Sin embargo menos del 50% de los 
carcinomas mamarios expresan estos receptores. 
 
Figura V.1.1. Glándula mamaria normal Figura V.1.2. Adenocarcinoma sólido positivo para el 
Antígeno de proliferación nuclear (APN). 
Inmunohistoquímica para APN Bar=80µm. 
1.6 Diagnóstico 
 
La biopsia escisional y su posterior estudio histopatológico es el método de elección para 
confirmar el diagnóstico. Evidencias histológicas de malignidad no siempre implican un curso 
clínico agresivo (Tvedten et al., 1999). El examen citológico de especimenes obtenidos mediante 
aspiración por aguja fina suele rendir resultados ambiguos.  




1.7.1 Manejo Clínico 
 
Antes de comenzar el tratamiento se debe realizar una historia clínica completa que recoja 
edad, ovariohisterectomía y la edad de la mima, fecha del último estro, gestaciones y tratamientos 
hormonales, fecha de aparición de los nódulos, y velocidad de crecimiento de los mismos. 
También es necesaria una exploración física minuciosa. Una vez terminada la exploración general 
se procede a la evaluación de las glándulas mamarias y nódulos linfáticos regionales (axilar e 
inguinal).  
Los test laboratoriales deben incluir hemograma y perfil bioquímico. Son necesarias 
pruebas de coagulación cuando existe alto riesgo de metástasis, ya que va asociado con riesgo de 
coagulación vascular diseminada. Radiografías torácicas, incluidas las dos vistas laterales, deben 
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realizarse para revisar la aparición de metástasis pulmonares. La radiología abdominal también es 
útil para detectar adenopatías sublumbares. 
Las metástasis suelen observase en nódulos linfáticos regionales, así que debe realizarse 
una exploración de los mismos mediante palpación y/o aspiración con aguja fina si es posible 




La cirugía es el método de elección para las neoplasias mamarias caninas, salvo en 
presencia de enfermedad metastásica o carcinoma inflamatorio. Las técnicas incluyen 
nodulectomía, mastectomía, mastectomía en bloque, y mastectomía radical unilateral o bilateral 
(Wilkinson et al., 1971; Withrow et al., 1975). La exéresis de los nódulos linfáticos regionales esta 
indicada si el examen citológico de los mismos revela la presencia de células tumorales. 
No existe una aceptación unánime acerca de si la castración aporta beneficios en la perra 
con tumores mamarios. Hay trabajos que muestran una supervivencia mayor cuando la 
ovariohisterectomía se realizada conjuntamente con la mastectomía (Sorenmo et al., 2000), 




Los fármacos quimioterápicos se administran en pacientes que presentan un alto riesgo de 
metástasis. Los protocolos incluyen doxorrubicina, combinaciones de ciclofosfamida oral, 




La radioterapia puede emplearse como terapia adyuvante postquirúrgica, en el tratamiento 
de tumores inoperables o en metástasis óseas (Mc Leod et al., 1999; Rutterman et al., 2000). Se 
aplica antes o después de la resección quirúrgica de un tumor. La radiación a menudo fracasa en 
el centro del tumor, donde existen grandes volúmenes de células muchas en condiciones de 
hipoxia, pero rara vez falla en la periferia, donde las células están en cantidades reducidas y bien 







1.7.5 Tratamientos Hormonales 
 
La síntesis de compuestos agonistas o antagonistas de los receptores nucleares ha llevado 
al desarrollo de drogas que actualmente son usadas como contraceptivos o potencialmente útiles 




En medicina humana, el uso de antiestrógenos en carcinomas mamarios con receptores de 
estrógenos positivos es rutinario, sin embargo, en la perra los antiestrogénos tienen un efecto 
agonista sobre el aparato genital que limita severamente su uso (Morris et al., 1993; Hoffmann et 
al., 2000). Este es el caso del tamoxifeno (antiestrógeno no esteroide), el cual presenta potentes y 
beneficiosos efectos antitumorales (inhibición de proteínas quinasas A y C, inhibición de 
calmodulina -canales de calcio-, modificaciones de la fluidez de la membrana plasmatica de las 
células tumorales, estimulación de las fosfolipasas, inhibición de P-glicoproteína, inhibición de 
angiogénesis, estimulación de la apoptosis, regulación de factores de crecimiento), pero a su vez 





Los competidores de los receptores de progesterona como el onapristone, el mifepristone 
y el ZK 112.993 demostraron ser potentes inhibidores de los tumores mamarios y sus metástasis 
en roedores (Schneider et al., 1992; Montecchia et al., 1999; Vanzulli et al., 2005), en líneas 
celulares humanas (Schneider et al., 1990) y en pacientes humanos con metástasis (Maudelonde et 
al., 1987; Michna et al., 1989; Bakker et al., 1990; Horwitz et al., 1992). No existen, en la hembra 
canina, estudios similares usando antiprogestágenos.  
El aglepristone es un bloqueante de los RP disponible en el mercado veterinario mundial. 
En la perra, el aglepristone compite con los receptores uterinos para la progesterona con una tasa 
de fijación tres veces mayor que la hormona endógena sin tener actividad antiglucorticoide 










En ocasiones los tumores de glándula mamaria se presentan conjuntamente con 
pseudogestación. En este caso, el manejo con drogas antiprolactínicas esta indicado para permitir 
la evaluación detallada del tumor antes de la cirugía (Murrel et al., 1991). 
• Agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas  
 
Los agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), cuando son 
utilizados a dosis sostenidas en el tiempo, inhiben reversiblemente el eje gonadal después de un 
corto período de estimulación. Esta inhibición es producida por la menor regulación de los 
receptores de GnRH en la glándula pituitaria anterior (McRae et al., 1985). La goserelina, fármaco 





Su finalidad es la de estimular el sistema inmune para permitir la inhibición del 
crecimiento tumoral. Se ha logrado mejores resultados cuando la masa tumoral se reduce 
previamente con alguno de los métodos anteriores. La estimulación del sistema inmune puede 
realizarse con levamisol (Harvey et al., 1977). Otros estudios no han logrado demostrar efectos 




 Inhibidores proteicos  
 
Aunque la invasión tumoral determina la agresividad biológica y la progresión de la 
enfermedad, la mayoría de las estrategias terapéuticas tradicionales se basan en la inhibición de la 
proliferación o en la destrucción de las células neoplásicas, pero no en la reducción de sus 
propiedades invasivas. Se ha desarrollado un grupo de inhibidores sintéticos de metaloproteinasas 
(MMPs) que actualmente son evaluados en estudios preclínicos. Entre ellos debemos destacar el 
BB-94 o batimastar, que inhibe las MMPs al ocupar el sitio del Zn en la enzima, y ciertas 
tetraciclinas modificadas (doxiciclina, minociclina), cuyo mecanismo de acción exacto se 







 Inhibidores de la biosíntesis de colesterol 
 
Las acciones antitumorales de la lovastatina en modelos experimentales animales de 
carcinoma mamario se  han observaron incluso a dosis relativamente bajas. La utilidad de la 
lovastatina, así como el de estrategias alternativas que reduzcan la síntesis del colesterol, en el 
tratamiento del cáncer mamario, podría extenderse hacia el terreno preventivo (Gómez et al., 
1998).  
 Inhibidores de erbB-2 
 
El elevado número de receptores erbB-2 en tumores mamarios humanos (entre un 25-
30% presentan la sobre-expresión del receptor) ha llevado a utilizar esta molécula como diana en 
el tratamiento. Distintas drogas han mostrado ser efectivas en bloquear la señalización originada 
en la célula por este receptor. La estrategia de intentar bloquear los receptores mediante el empleo 
de anticuerpos anti-receptores ha sido frecuentemente empleada in vitro, pero en el caso de 
trastuzumab, se ha llegado ha estudios clínicos satisfactorios con pacientes humanos. Todavía no 
se cuenta con estudios de este tipo en veterinaria. 
 
 Control del ciclo celular 
 
Existen distintas estrategias terapéuticas en estudio, como bloqueantes de la interacción 
CDK-ciclinas, bloqueo de la fosforilación, inhibición de síntesis de ciclinas, activación de la 
degradación de ciclinas y inhibición de moléculas CDK . 
 
 Agentes anti-invasivos o anti-metastásicos 
 
La desmopresina, (DDAVP, 1-diamino-8-D-arginina vasopresina) es un péptido sintético 
análogo a vasopresina con propiedades procoagulantes y profibrinolíticas que actúa previniendo 
la diseminación metastásica regional y a distancia. En un estudio realizado en la especie canina se 
encontraron diferencias en la aparición de metástasis entre un grupo tratado con DDAVP y el 
control, de 87% y 12% respectivamente, reduciendo significativamente la progresión y la muerte 








¾ Factores clínicos  
 
- Edad: los animales de edad avanzada tienen mayor probabilidad de desarrollar TMC y 
además un peor pronóstico.  
- Localización y número de neoplasias: parece que la localización no influye, pero sí el 
número, pues a mayor número de TMC malignos menor tiempo libre de enfermedad (TLE).  
- Estadio clínico: basado en el tamaño tumoral, afección de nódulos linfáticos y existencia de 
metástasis a distancia, está relacionado con la supervivencia total (ST).  
- La implicación de nódulos linfáticos: predice un mayor riesgo de metástasis y acorta la 
ST.  
- El ritmo y tipo de crecimiento se ha relacionado con un peor pronóstico cuando es 
rápido e invasivo.  
- El tamaño del tumor es un buen factor pronóstico puesto que la presencia de, al menos un 
tumor maligno, de gran tamaño está relacionada con menor TLE y ST.  
- La ulceración de la piel indica que se trata de una lesión de peor pronóstico.  
 
¾ Factores histológicos 
 
El tipo histológico es otro factor que influye en el pronostico (Kurzman et al., 1986). Los 
tumores benignos se tratan con facilidad mediante escisión quirúrgica y por lo general tienen 
mejor pronóstico. Los tumores menos invasivos y mejor diferenciados tienen bajas recurrencias, 
al igual que aquellos en los que existe baja reactividad linfoide (Loar et al., 1989). 
 
¾ Otros factores pronóstico  
 
Se ha observado en la especie humana que pacientes en el mismo estadío de la enfermedad 
tienen distinta respuesta al tratamiento y distinto pronóstico en general. Factores pronósticos de 
metástasis como el tamaño de los nódulos linfáticos o el tipo histológico fallan a la hora de 
clasificar con exactitud su comportamiento clínico (McGuire et al., 1991; Goldhirsch et al., 1998; 
Eifel et al., 2001). Por esto se han desarrollado técnicas de análisis mediante microarrays que 
permiten conocer la expresión de una batería de genes implicados en el desarrollo y progresión de 
las neoplasias mamarias. El estudio de las diversas alteraciones moleculares existentes en relación 
con la estirpe celular transformada pueden ayudar a establecer a medio plazo pronósticos más 
reales (Ramón y Cajal, 2000). Estos análisis se comercializan desde Marzo de 2007 con el nombre 





2 CARCINOMA INFLAMATORIO MAMARIO 
 
El término clínico Carcinoma Inflamatorio Mamario (CI) describe un tipo especial de 
tumor mamario localmente avanzado. Designado como TNM 4d y estadío IIIB o IV, la American 
Joint Committee on Cancer (AJCC) define al carcinoma inflamatorio mamario como una entidad 
clinicopatológica caracterizada clínicamente por el edema difuso y eritema de la mama, en 
ausencia frecuentemente de un nódulo mamario.  
Los principales estudios acerca del CI se han llevado a cabo en la especie humana. 
 
2.1 Historia  
 
Esta patología fue descrita por primera vez en la mujer en 1814 por Sir Charles Bell, en su 
libro A Syistem of Operative Surgery. Desde entonces ha recibido distintos nombres: mastitis 
carcinomatosa, carcinoma mamario agudo, linfocitoma de mama, cáncer de mama, cáncer 
encefaloide agudo, carcinomatosis mamaria aguda y cáncer de lactación (von Volkmann et al., 
1875; Klotz et al., 1869; Leitch et al., 1909; Learmonth et al., 1916; Schumann et al., 1916; Lee et al., 
1924). 
Los primeros en utilizar el término “carcinoma inflamatorio mamario” fueron Lee y 
Tannenbaum en 1924, proporcionando además una clara descripción clínica de la enfermedad. 
En 1938 Taylor y Meltzer describieron la patología como una presentación del cáncer de mama 
única, agresiva y fatal que puede afectar a las mujeres de cualquier edad y de presentación no 
restringida a la lactación o embarazo. Desde entonces muchos investigadores han confirmado la 
malignidad del carcinoma inflamatorio mamario. 
En la perra fue descrito por primera vez en 1983 en un estudio clínico y 
anatomopatológico de 10 animales con carcinoma inflamatorio mamario canino (Susaneck et al., 
1983). En 2003 Pérez-Alenza et al. realizaron un trabajo que investiga las características 
epidemiológicas, clínicas, hitológicas e inmunohistoquímicas de 33 casos de carcinoma 




Es un tumor poco frecuente que en la mujer puede llegar a afectar al 2% de todos los 
tumores mamarios malignos (Brooks et al., 1998) y reseña menos del 5% de todos los tumores 
mamarios diagnosticados (Chang et al., 1998). En España el 2,9% de todos los cánceres mamarios 
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humanos diagnosticados entre 1977 y 1993 en el Instituto Valenciano de Oncología se 
correspondieron con carcinomas inflamatorios mamarios (Ruiz Simón et al., 2000).  
El CI se presenta en mujeres más jóvenes que otros tumores mamarios, frecuentemente 
en estado pre o perimenopáusico (Chang et al., 1998; Anderson et al., 2003; Charafe-Jauffret et al., 
2004; Hance et al., 2005), con una rápida progresión de la enfermedad (dentro de los 6 meses) 
asociada a los síntomas clínicos característicos. Su incidencia aumenta hasta los 50 años y luego 
desciende (Anderson et al., 2005). El CI también puede presentarse en varones, con una tasa del 
1,4% respecto de todos los tumores mamarios diagnosticados (Anderson et al., 2005).  
El CI parece estar asociado con embarazo y lactación (Koltz et al., 1869; Schumann et al., 
1911; Learmonth et al., 1916; Ewing et al., 1934; Mourali et al., 1980; Chiedozi et al., 1987), aunque 
hay estudios contradictorios (Meyer et al., 1948; Swain et al., 1989; Ibrahim et al., 2000). Una 
historia familiar de cáncer mamario también parece estar asociada a la aparición de esta patología 
(Chang et al., 1998-2; Aziz et al., 2001). 
A pesar de los tratamientos multimodales el pronóstico sigue siendo malo, con una tasa de 
supervivencia al tercer año del 40%, a diferencia del 85% de pacientes con otros tumores 
mamarios (Chang et al., 1998; Cristofanilli et al., 2003). La supervivencia media es de 2,9 años 
frente a 6,4 años en el caso de otros tumores mamarios localmente avanzados (Hance et al., 2005). 
En el caso de la especie canina la incidencia del CI es del 7,5% del total de displasias y 
neoplasias mamarias, y del 17% del total de perras con tumores malignos. Esta incidencia elevada 
podría tener relación con el hecho de que la mayor parte de la población de hembras adultas en 
España no están ovariohisterectomizadas (Pérez-Alenza et al., 2001). La prevalencia del CI canino 
al igual que la de la mujer ha aumentado en la últimas décadas, fenómeno puede deberse a la 
influencia directa del ambiente (Susaneck et al., 1983; Pérez-Alenza et al., 2001; Peña et al., 2003). 
La media de edad de pacientes con CI es significativamente mayor (11,4 años) que la de los 
pacientes con tumores mamarios malignos distintos al carcinoma inflamatorio (9,9 años). No 
existe una mayor predisposición en una raza canina determinada de padecer esta enfermedad. La 
aparición del CI en perras coincide con la fase de diestro, momento del ciclo hormonal en el que 
los niveles de progesterona son máximos, pero no esta asociada al hecho de haber recibido 




El carcinoma inflamatorio mamario está clasificado como T4d estadío IIIB de acuerdo 




(también denominado sistema TNM), y está definido como entidad clinicopatológica distinta de 
otras lesiones T4, caracterizado por una induración difusa de la piel de la mama, normalmente sin 
una masa detectable (Beahrs et al., 1988). 
Existen otras clasificaciones como la que emplea el instituto Gustave-Roussy desde 1959, 
que clasifica el cáncer de mama como Poysee evolutive (PEV), teniendo en cuenta 
consideraciones de agresividad del tumor y signos de inflamación. Dentro de esta clasificación el 
CI estaría incluido dentro de la categoría PEV-2 o PEV-3. La clasificación de PEV-2 se 
corresponde con tumores que presentan inflamación y edema que afecta a una superficie menor 
que la mitad de la mama, mientras que los síntomas de la inflamación y el edema afectan a más de 
la mitad de la mama en la clasificación PEV-3 (Denoix et al., 1970). 
Dentro del Columbia Clinical Classification System propuesto por Haagensen el 
carcinoma inflamatorio mamario esta designado como estadío D (Haagensen et al., 1971). Pero 
esta clasificación no se utiliza rutinariamente (Walshe et al., 2005). 
 
2.4 Características clínicas 
 
2.4.1 Carcinoma inflamatorio mamario en la mujer 
 
El síndrome se presenta clínicamente con un rápido crecimiento del tamaño de la mama 
con características de firmeza, dolor, engrosamiento, sensibilidad, calor y eritema de la piel que 
recubre la región mamaria (Jaiyesimi et al., 1992) (Figura V.2.1). Las primeras manifestaciones son 
dolor, pesadez y quemazón de la mama, después la enfermedad progresa rápidamente y se 
observan los síntomas clínicos característicos (Walshe et al., 2005). Los cambios en la piel de la 
mama suelen ser los primeros síntomas, variando en color y patrón de distribución dependiendo 
de la extensión de la enfermedad (Bland et al., 1991). El rápido crecimiento de la mama es un 
síntoma patognomónico de la enfermedad que tiene lugar al mismo tiempo que los cambios en la 
piel de la región e implica un aumento de 2-3 veces su tamaño en pocas semanas (Walshe et al., 
2005). 
Otros síntomas menos comunes son dolor axilar, picor en el pezón, edema de los brazos y 
dolor óseo. Los síntomas progresan rápidamente y muchos pacientes solicitan atención médica 




       Figura V.2.1. Carcinoma inflamatorio mamario en mujer: marcado aumento del tamaño de la mama y eritema. 
 
La induración, edema cutáneo y eritema suelen abarcar un cuarto, la mitad o la mama 
completa, aunque en algunos casos se ve afectada en menos de un tercio con el mismo mal 
pronóstico (Piera et al., 1986). También podemos observar regiones eritematosas cutáneas en 
otros tumores localmente avanzados, pero a diferencia del CI nunca afectan a mas de un tercio de 
la mama (Walshe et al., 2005). El color de la piel varía durante la progresión del CI, 
oscureciéndose hasta tonos púrpuras similares a la equimosis (Haagensen et al., 1971). Pero estos 
cambios de coloración no son específicos de esta enfermedad y son más difíciles de apreciar en 
pieles oscuras (Hunter  et al., 1993; Walshe et al., 2005).  
No es frecuente la aparición de úlceras (Walshe et al., 2005). Aunque las dos mamas 
pueden verse afectadas, algunos artículos han descrito una tendencia a la aparición de la 
enfermedad en la mama izquierda (Meyer et al., 1948; Bozzetti et al., 1981; Dershaw et al., 1994), y 
aunque no es frecuente se ha descrito la aparición simultánea en las dos mamas (Agrawal et al., 
2003). En ausencia de tratamiento la enfermedad suele avanzar a la región mamaria no afectada 
inicialmente (Walshe et al., 2005).  
No se han encontrado anomalías laboratoriales asociadas al CI. Leucocitosis y fiebre 
normalmente no están presentes ya que no es un proceso de inflamación verdadero (Berger et al., 
1962; Walshe et al., 2005). 
 
2.4.2 Carcinoma inflamatorio mamario en la perra 
 
Los síntomas clínicos en la perra incluyen lesiones mamarias de rápido crecimiento en 
forma de placas eritematosas, edematosas y calientes de aspecto parecido a una mastitis o 
dermatitis que ocasionan dolor de moderado a intenso (Figuras V.2.2 y V.2.3). Las mamas suelen 
verse  afectadas de forma múltiple, es decir, los síntomas clínicos se observan en más de una 
glándula mamaria, y en un 54% de los casos la afectación es bilateral. También podemos 
encontrar edema de las extremidades, que puede ocasionar cojera, en un 60% de los pacientes, 




un 96% y metástasis pulmonares observadas mediante estudio radiológico en un 31,8 % (Pérez-










Figuras V.2.2 y V.2.3. Carcinoma inflamatorio mamario en la especie canina: placas edematosas y eritema. 
 
En el CI canino podemos encontrar también anorexia, decaimiento, pérdida de peso, 
dolor, polidipsia y poliuria, alteraciones sistémicas que no son frecuentes en tumores mamarios 
malignos caninos distintos al carcinoma inflamatorio (Pérez-Alenza et al., 2001). 
 
2.5 Formas clínicas de presentación del carcinoma inflamatorio  
 
El carcinoma inflamatorio mamario en la mujer fue clasificado por Taylor y Meltzer como 
“primario” y “secundario”, definiendo carcinoma inflamatorio mamario primario como aquél en 
el cual los síntomas característicos se desarrollan a partir de una mama anteriormente sana, y 
carcinoma inflamatorio mamario secundario como aquél en el que aparecen los síntomas de 
inflamación en la mama posteriormente a una neoplasia mamaria previa no operada o después de 
una cirugía de un tumor mamario. Sin embargo el término “carcinoma inflamatorio mamario 
secundario” ha sido controvertido. 
En el carcinoma inflamatorio mamario canino se han definido también estas formas 
clínicas de presentación atendiendo a la historia clínica de la patología mamaria: carcinoma 
inflamatorio primario y secundario. Clasificando el carcinoma inflamatorio mamario canino 
secundario a su vez como no post-quirúrgico y post-quirúrgico. No post-quirúrgico cuando se 
desarrolla a partir de un nódulo mamario previo no sometido a cirugía, que comienza desarrollar 
características clínicas de carcinoma inflamatorio mamario. Y post-quirúrgico cuando se desarrolla 
en forma de recidiva de un tumor mamario operado con clínica de carcinoma inflamatorio 





Se desconocen muchos aspectos del carcinoma inflamatorio mamario, entre ellos su 
etiología. Esta patología mamaria posee características diferenciales con otros tumores mamarios 
desde el punto de vista genético, biológico y de comportamiento clínico (Jaiyesimi et al., 1992). 
Además el CI parece presentar mecanismos endocrinos de regulación distintos a otros tipos de 
cáncer de mama, tanto en el caso de la mujer como el de la perra (van Golen et al., 1999; Pérez-
Alenza et al., 2001; Illera et al., 2003). 
La dependencia hormonal del carcinoma inflamatorio (Illera et al., 2003) y del cáncer 
mamario en general ha sido muy estudiada, encontrando relación entre las secreciones 
hormonales de tejido mamario tumoral y sano, y el desarrollo de tumores mamarios (Vermeulen 
et al., 1986; Blankenstein et al., 1999; Maggiolini et al., 2001; Liao et al., 2002). Estudios previos de 
CI canino relativos a secreción y regulación de diferentes hormonas tanto en suero como en el 
propio tejido mamario, indican que existe un mecanismo endocrino especial en el desarrolllo del 
CI canino (Illera et al., 2003; Peña et al., 2003), como evidencias histopatológicas de la secreción de 
lípidos por las células del CI (Peña et al., 2003) y de expresión inmunohistoquímica del receptor de 




No existe un tipo histológico específico en el carcinoma inflamatorio mamario de la mujer 
(Taylor et al., 1938; Perez-Mesa et al., 1967; Haagensen et al., 1971; Droulias et al., 1976). Algunos 
de los tipos histológicos frecuentes son el carcinoma ductal infiltrativo, carcinoma lobular, 
carcinoma de células pequeñas, carcinoma medular y carcinoma de células largas indiferenciadas. 
Como hallazgos histopatológicos más comunes en el CI encontramos un carcinoma ductal de alto 
grado de malignidad, poco diferenciado y presencia de émbolos carcinomatosos en los vasos 
linfáticos de la dermis. Se observa una gran proporción de células tumorales pleomórficas en fase 
S y aneuploidía. 
   Fue Bryant en 1887 quien observó por primera vez la presencia de émbolos 
carcinomatosos en los vasos linfáticos de la dermis. Bryant hipotetizó que la obstrucción causada 
por los émbolos presentes en los vasos linfáticos a consecuencia de la invasión tumoral 
provocaba los síntomas característicos clínicos de eritema, calor, aumento y tumefacción difusa, 
dolor, firmeza y edema. Este descubrimiento llevó a pensar que los síntomas clínicos se 




68% de los casos (Brooks et al., 1998; Charpin et al., 1992). Por otra parte, también es posible 
encontrar en el estudio histológico los émbolos tumorales en vasos linfáticos de la dermis sin que 
se produzca la manifestación clínica de la enfermedad, lo que se denomina carcinoma 
inflamatorio oculto (Saltzstein et al., 1974). Se han encontrado émbolos en vasos linfáticos de la 
dermis en muestras recogidas de piel con síntomas característicos y de piel aparentemente no 
afectada del mismo paciente (Kleer et al., 2000). Sin embargo no es común la infiltración de la piel 
por parte de las células tumorales fuera de los vasos linfáticos (Kleer et al., 2000). 
Estudios sobre la expresión inmunohistoquímica del receptor de estrógenos y el receptor 
de progesterona han ofrecido resultados variables, expresándose el receptor de estrógenos en un 
22%-52% de los casos, y el receptor de progesterona del 16% al 34% (Ueno et al., 1997; Fleming 
et al., 1997; Brooks et al., 1998; Wilke et al., 1998).  
A pesar de las discrepancias, la expresión proteica de erbB-2 y p53 estudiada mediante 
inmunohistoquímica es mayor en el CI que en otros tumores mamarios (Charpin et al., 1992; 
Kleer et al., 2001; Aziz et al., 2001; McCarty et al., 2002).  
En el caso del CI canino también encontramos varios tipos histológicos: carcinomas 
simples (tubulares, sólidos y papilares), carcinomas ricos en lípidos, carcinomas de células 
escamosas y carcinomas complejos, todos ellos de elevada malignidad histológica (Pérez-Alenza et 
al., 2001). El infiltrado inflamatorio es similar al que se encuentra en otros tumores mamarios 
caninos y se puede observar embolización tumoral masiva en los vasos linfáticos de la dermis. 
También se distinguen grupos multifocales de gotas lipídicas en el citoplasma celular en tumores 
no diagnosticados como carcinomas ricos en lípidos (en estos las gotas lipídicas se encuentran en 
más de un 80% de las células) (Peña et al., 2003). El carcinoma rico en lípidos es un tipo de 
carcinoma mamario considerado poco frecuente en la especie humana (Tavassoli et al., 1999) y 
canina (Misdorp et al., 1999). La gran proporción de carcinomas ricos en lípidos dentro del CI 
podría deberse a la influencia hormonal (Tsubura et al., 1991).  
La invasión tumoral de la piel ofrece dos patrones histológicos distintos: 1) en forma de 
estructuras túbulo-papilares y 2) originando masas sólidas de aspecto “sarcomatoso”, muy 
anaplásicas. Estos patrones además se asocian a las distintas formas de presentación y a otras 
características clínicas e histopatológicas del carcinoma inflamatorio canino. Correspondiéndose 
el patrón de masa sólidas “sarcomatosas” con el carcinoma inflamatorio canino primario, 
asociado a su vez con mayor dolor, ritmo de crecimiento más rápido, presencia de anisocitosis, 
anisocariosis, células multinucleadas, células gigantes, alta frecuencia de p53 mutado y ausencia de 
émbolos en los vasos linfáticos (Pérez-Alenza et al., 2001). 
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Los carcinomas inflamatorios caninos son negativos a la detección inmunohistoquímica 
de receptores de estrógenos α y positivos de un 55,5% a un 71,4% ante la detección de receptores 
de progesterona (Pérez-Alenza et al., 2001; Peña et al., 2003). Los tumores mamarios malignos 
caninos suelen tener una reducida expresión para el RE α (Nieto et al., 2000). La expresión del 
receptor de progesterona está asociada a la presentación secundaria de la enfermedad, mientras 
que la ausencia de RP está relacionada con la existencia de metástasis pulmonares (Peña et al., 
2003). Respecto a la detección inmunohistoquímica del receptor de estrógenos β el carcinoma 
inflamatorio canino es positivo en todos los tipos celulares, expresándose también en los émbolos 
tumorales de los vasos linfáticos (Illera et al., 2006) (Figura V.2.4). Para el receptor de andrógenos 
la expresión inmunohistoquímica es heterogénea pero positiva en un 92,86% de los casos (Illera et 









Figura V.2.4. Carcinoma inflamatorio mamario canino. 
Células metastásicas en un vaso linfático positivas para el  
receptor de estrógenos β. Streptavidina-biotina-
peroxidasa.  
 
Figura V.2.5. Carcinoma inflamatorio mamario canino. 
Carcinoma tubular poco reactivo para receptores de 
andrógenos. Tinción heterogénea. Estreptavidina-biotina-
peroxidasa. Bar= 44 µm. 
 
La expresión inmunohistoquímica de la proteína p53 es debida a mutaciones en el gen 
supresor de tumores p53, asociada con peor pronóstico en la especie humana (Falette et al., 1998) 
y canina (Wakui et al., 2001). En la especie canina un 90,47% de CI se consideran positivos a la 
mutación del gen supresor p53 (Pérez-Alenza et al., 2001). El índice de proliferación Ki-67 
encontrado en el CI canino es elevado, y no esta asociado con otras variables clínicas o 
patológicas (Peña et al., 2003), aunque en otros tumores mamarios caninos el índice Ki-67 está 
asociado a buen pronóstico (Peña et al., 1998). 
Dentro de los hallazgos de la necropsia del CI canino se puede observar: afectación de la 
piel, edema subcutáneo marcado, infiltración tumoral severa de tejidos adiposo y muscular, 









El diagnóstico del carcinoma inflamatorio mamario en la mujer puede realizarse clínica e 
histopatológicamente (Brooks et al., 1998; Meloni et al., 1999), sin diferencias en el pronóstico 
(Wilke et al., 1998). El diagnóstico clínico de basa en la presentación de la sintomatología clínica 
característica del carcinoma inflamatorio mamario. El diagnóstico histopatológico se realiza 
mediante biopsia de la piel afectada que nos permite observar la invasión de los capilares 
linfáticos por parte del tumor, existiendo en el pasado controversia acerca de si esta característica 
patológica era esencial para el diagnóstico (Jaiyesimi et al., 1992).  
La citología con aguja fina puede ayudar en el diagnóstico del CI pero no se puede 
considerar como una prueba definitiva (Meloni et al., 1999) ya que es necesaria mayor cantidad de 
tejido para que la muestra recoja una zona representativa. La mamografía también tiene un valor 
limitado ya que es difícil diferenciar entre carcinomas inflamatorios y no-inflamatorios mamarios 
porque tienen patrones radiológicos similares (Berger et al., 1962) (Figura V.2.6). El CI se ha 
intentado diagnosticar con otras técnicas de diagnóstico por imagen como la ecografía, resonancia 
magnética y tomografía axial computerizada, sin embargo no existe ninguna imagen 




Figura V.2.6. Mamografía medio-lateral derecha de 
mujer con carcinoma inflamatorio mamario. Incremento 
difuso de la densidad y del dibujo trabecular cutáneo. 
 
Figura V.2.7. Resonancia Magnética de mujer de 43 años 
con carcinoma inflamatorio mamario. Nódulo en mama 
derecha. Aumento difuso de la densidad cutánea. 
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Otras enfermedades poseen síntomas clínicos similares al CI lo que hace que a veces no se 
diagnostique bien clínicamente. Mastitis infecciosas y abscesos normalmente aparecen en mujeres 
en proceso de lactación y están asociadas a fiebre y leucocitosis lo que ocurre infrecuentemente 
en el CI. Ectasias ductales también pueden ser confundidas con CI, pero la inflamación esta más 
localizada y responde rápidamente al tratamiento de soporte en el caso de las ectasias ductales. 
 Linfosarcomas y leucemias que impliquen a la región mamaria son difíciles de distinguir 
clínicamente y pueden requerir diagnóstico histopatológico para su diferenciación. En los 
carcinomas distintos al carcinoma inflamatorio podemos encontrar presencia de eritema en la 
región mamaria pero no cursan con síntomas de inflamación aguda y el crecimiento tumoral es 
más lento. Sífilis y tuberculosis que afecten a la región mamaria pueden cursar con inflamación 
aguda, pero son enfermedades, según países, más difíciles de encontrar. Puede ser muy difícil 
distinguir entre CI y otros tipos de cáncer mamarios localmente avanzados (Jaiyesimi et al., 1992). 
Es la rápida progresión del CI (normalmente en un intervalo de 10 semanas) asociado con la 
presencia de eritema en más de un tercio de la piel de la región mamaria lo que distingue a esta 
enfermedad de otros tumores localmente avanzados que desarrollan síntomas inflamatorios 
(Walshe et al., 2005). 
En el caso de la perra el diagnóstico clínico se establece mediante observación de las 
características clínicas de la región mamaria (Susaneck et al., 1983). La existencia de alteraciones 
sistémicas, como pérdida de peso, postura de dolor y cojeras, puede ayudar en el diagnóstico, ya 
que éstas no son frecuentes en tumores mamarios malignos distintos del CI (Pérez-Alenza et al., 
2001). El diagnóstico histopatológico, basado principalmente en la presencia de émbolos 
tumorales en los vasos linfáticos de la dermis, es de importancia diagnóstica en la especie canina. 
Susaneck et al. encontraron un 90% de casos con embolización tumoral en los vasos linfáticos de 
la dermis. Sin embargo Pérez-Alenza et al. observaron una embolización en el 73% de los 
pacientes. 
 
2.9 Factores pronósticos 
 
Muchos de los parámetros pronósticos utilizados en otros tumores mamarios no son 
siempre relevantes en el caso del CI, como la afectación de nódulos linfáticos regionales (ya que 
casi todos los pacientes de CI tienen afectados los nódulos linfáticos axilares), o el tamaño 
tumoral que normalmente no es posible medir en CI (Lerebours et al., 2005). Pero como existen 
pocos factores pronósticos propios del CI, se suelen tener en cuenta los factores pronósticos de 




♦ Afectación ganglionar. Este factor pronóstico también lo es de otros tumores mamarios. 
Mujeres que presentan metástasis en nódulos linfáticos axilares tienen peor pronóstico en 
términos de recidiva y supervivencia. En un porcentaje del 46% al 100% de los casos de CI los 
nódulos linfáticos axilares y/o supraclaviculares se ven afectados (Lee et al., 1924; Taylo et al., 
1938; Meyer et al., 1948; Rogers et al., 1956; Barber et al., 1961; Haagensen et al., 1971; Droulias et 
al., 1976; Barrer et al., 1980; Knight et al., 1986). En el carcinoma inflamatorio mamario canino 
podemos encontrar un 96% de casos que presentan nódulos linfáticos regionales (axilares y/o 
inguinales) aumentados de tamaño y la totalidad de casos afectados si los diagnosticamos 
mediante necropsia (Pérez-Alenza et al., 2001). 
La evaluación de la diseminación de las células tumorales se suele realizar mediante el 
examen histopatológico de los ganglios centinela aunque en ensayos recientes se ha probado con 
éxito la detección de la metastatización mediante técnicas moleculares de PCR a tiempo real que 
examinan múltiples marcadores. Así la presencia de micrometástasis en el ganglio centinela está 
asociada con la aparición de metástasis en otros nódulos linfáticos (Weigelt et al., 2004). 
 
♦ Metástasis a distancia. Entre el 17% y el 36% de las mujeres con CI poseen metástasis a 
distancia cuando se realiza el diagnóstico, a diferencia del 5% de mujeres que padecen otros 
cánceres mamarios no inflamatorios. El número de pacientes con metástasis a distancia crece un 
67% dentro del primer año después del diagnóstico (Schuman et al., 1911; Donegan et al., 1967; 
Nichini et al., 1972; Barrer et al., 1980). En el carcinoma inflamatorio canino encontramos un 
31,8% de metástasis a distancia diagnosticadas mediante estudio radiológico, y un 61,9% 
diagnosticadas mediante necropsia. Además de metástasis en otros órganos: corazón (9,5%), 
útero (9,5%) y vejiga de la orina (4,8%) (Pérez-Alenza et al., 2001). 
 
♦ Receptores hormonales. La ausencia de receptores estrogénicos y de progesterona ha sido 
asocida con un menor intervalo libre de enfermedad y una menor supervivencia total en pacientes 
con cánceres mamarios. Los pacientes con CI poseen un número menor de receptores de 
estrógenos y progesterona que aquellos con otros tipos de cánceres de mama (De Larue et al., 
1981; Harvey et al., 1982; Kokal et al., 1985; Paradiso et al., 1989; Maloisel et al., 1990; Koh et al., 
1990). Pero para otros autores la ausencia del RE α no se corresponde con un peor pronóstico 
(Paradiso et al., 1999; Lerebours et al., 2003). En el caso del carcinoma inflamatorio mamario 
canino todos los casos son negativos para la detección inmunohistoquímica del receptor de 
estrógenos α y positivos en un 55,55% para la detección del receptor de progesterona (Pérez-
Alenza et al., 2001). 
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♦ Edad. En las mujeres es un factor pronóstico favorable a diferencia de la especie canina 
(Hellmen et al., 1993). La edad media de las perras con CI es mayor (11,4 años) que la de las 
perras con otros tumores mamarios malignos (9,9 años). 
 
♦ Presencia o ausencia de émbolos tumorales en los vasos linfáticos de la dermis. Es un 
factor pronóstico controvertido, ya que según estudios realizados en mujeres por Levine et al., los 
pacientes que se diagnostican por su sintomatología clínica pero carecen de la invasión tumoral de 
los vasos linfáticos, poseen una tasa de supervivencia del 60% al 3 año, de un 52% en aquellos 
que son diagnosticados histopatológicamente pero carecen de síntomas clínicos, y de un 34% en 
pacientes con síntomas clínicos y evidencias histopatológicas. Sin embargo Lucas y Perez-Mesa 
encontraron que la supervivencia total era similar en pacientes con síntomas clínicos e 
histopatológicos, que en aquellos con solo síntomas clínicos. 
 
♦ Extensión de la inflamación mamaria, que se corresponde con la clasificación PEV-3, es un 
factor pronóstico propio del CI, y esta asociado a un mal pronóstico (Chevallier et al., 1987; 
Rouesse et al., 1990; Lerebours et al., 2003; Palangie et al., 1994).  
 
♦ Respuesta al tratamiento con quimioterapia. Es el mejor factor pronóstico del CI. La 
respuesta a la quimioterapia se suele valorar clínicamente, pero también histopatológicamente. 
Una respuesta clínica a la quimioterapia esta asociada con mayor supervivencia (Chevallier et al., 
1987; Palangie et al., 1994; Buzdar et al., 1995; Ueno et al., 1997), al igual que la respuesta 
histopatológica (Feldman et al., 1986; Chevallier et al., 1993; Harris et al., 2003). 
 
♦ p53. Existe una correlación positiva entre la sobre-expresión nuclear de p53 y un peor 
pronóstico (Riou et al., 1993). Se asocian las mutaciones en p53 con una menor respuesta a la 
quimioterapia (Feki et al., 2004). En el caso del carcinoma inflamatorio mamario canino Pérez-
Alenza et al. encontraron una alta frecuencia de p53 mutado en los casos de peor pronóstico. No 
se ha establecido asociación entre la expresión inmunohistoquímica de la proteína p53 y 
mutaciones de dicho gen, de hecho algunos estudios apuntan que la correlación pronóstica sólo 
se observa con la presencia de mutaciones de p53 y no con los estudios inmunohistoquímicos 
(Lowe et al., 1993; Sjogren et al., 1996; Levine et al., 1997). 
 
♦ Genes pronósticos. Existen 3 genes cuyo perfil de expresión está relacionado con buen 




MYCN, EREG y SHH (Bieche et al., 2004). También han encontrado otros genes relacionados: 
erbB-2, MIB1, MUC1 y E-cadherina, pero su valor pronóstico es controvertido (Guerin et al., 
1989; Prosa et al., 1994; Charafe-Jauffret et al., 2004). 
 
2.10 Carcinoma inflamatorio mamario oculto  
 
El término carcinoma inflamatorio oculto (CIO) hace referencia a aquellos pacientes que 
presentan émbolos tumorales en los vasos linfáticos cutáneos o del parénquima asociados con un 
tumor primario pero sin eritema cutáneo u otros síntomas característicos del CI (Kleer et al., 
2000). El pronóstico de estos pacientes es peor, con un porcentaje de 5 años libres de enfermedad 
del 25,6% frente al 51,6% (p<0.0001) de pacientes con síntomas clínicos, y una supervivencia 
total del 28,6% frente al 40% (p<0.05) (Ruiz Simón et al., 2000). Otras características comparadas 
según un estudio realizado por Ruiz et al.: 
 CI Porcentaje CIO Porcentaje 
Edad 52,3  63,8  
Meses desde el 1º síntoma al diagnóstico 3,4  6,8  
Estado 
      Premenopáusico 48 29,4 18 20 
      Perimenopáusico 25 15,3 0  
      Postmenopáusico 90 55,2 81 80 
Histopatología 
      Carcinoma ductal 138 84,6 85 85,8 
      Carcinoma lobular 11 6,7 9 9 
      Otros 14 8,5 5 5 
Linfonódulos axilares 
      N0 26 15,9 18 18,1 
      N1 89 54,6 66 66,7 
      N2 29 17,7 12 12,1 
Linfonódulos supraclaviculares 19 11,6 3 3,1 
Émbolos en vasos linfáticos     
      Conocidos 129 79,2 99 100 
         Positivos 92 71,3 99 100 
         Negativos 37 28,6 -  
      Desconocidos 34 20,8   
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Receptor de estrógenos CI Porcentaje CIO Porcentaje 
      Conocidos 113 69,3 91 91,9 
         Positivos 31 27,4 47 51,6 
         Negativos 82 72,6 44 48,4 




El tratamiento utilizado actualmente en la mujer consiste en un tratamiento multimodal 
que comienza con la administración de quimioterapia, con antraciclinas como fármaco base o 
combinadas con taxanos, seguida de mastectomía y disección de los nódulos linfáticos axilares en 
el caso de pacientes con respuesta a la quimioterapia, radioterapia regional y terapia hormonal en 
algunos casos (Fleming et al., 1997; Critofanilli et al., 2003).  
El tratamiento quirúrgico consistente en la resección de la zona afectada fue la primera 
modalidad terapéutica utilizada, pero sin demasiado éxito ya que la tasa de supervivencia en varios 
estudios en los que se realizaron mastectomías radicales o simples como tratamiento era de un 
10% o menor (Jaiyesimi et al., 1992). La radioterapia sola o utilizada conjuntamente a la cirugía 
mostró una mejora del control tumoral loco-regional, pero no mejoraba la supervivencia (Barker 
et al., 1980). Terapias hormonales como la administración de tamoxifeno no producían respuesta 
observable (Veronesi et al., 1981). 
Actualmente se utilizan tratamientos que combinan distintas modalidades o tratamientos 
multimodales. Estos comprenden dos o cuatro ciclos de quimioterapia sistémica seguidos de la 
evaluación de su eficacia; terapia local mediante cirugía, radioterapia o ambas combinadas; y por 
último quimioterapia adyuvante. 
  Dentro de la terapia multimodal se han utilizado distintos protocolos respecto a la 
duración y fármacos utilizados en la quimioterapia, y tipos e intensidad de las terapias locales 
(Jaiyesimi et al., 1992). La supervivencia total tras el tratamiento multimodal puede llegar a 
alcanzar 44,8 meses (Brooks et al., 1998). Los avances en la terapia sistémica han reducido el 
riesgo de metástasis y han hecho que la optimización del control loco-regional de la enfermedad 
sea crítico (Bristol et al., 2005). Utilizando quimioterapia adyuvante, mactectomía y radioterapia 
hiperfraccionada como tratamientos loco-regionales se ha logrado un control regional de 
aproximadamente el 85% de los casos (Liao et al., 2000). Aunque algunos estudios han 
cuestionado la efectividad de la mastectomía (Arthur et al., 1999; De Boer et al., 2000), la mayoría 




al., 1994; Fleming et al., 1997; Panades et al., 2005). Los pacientes positivos a receptores 
hormonales pueden recibir tratamiento hormonal adyuvante para reducir el riesgo de recidivas 
(Giordano et al., 2003). Con el tratamiento multimodal cerca de un tercio de los pacientes no 
recidivan hasta 10 años después del tratamiento, siendo inter esante identificar el resto de 



























Terapia hormonal: Tamoxifeno o 
inhibidores de la aromatasa
Quimioterapia de inducción: Antraciclinas 
(doxorrubicina/ciclofosfamida) x 4 ciclos
Quimioterapia adyuvante: Taxanos 
Peclitaxel x 4 ciclos
 
 
Figura V.2.8. Secuencia de tratamiento del carcinoma inflamatorio mamario 
 
Otro tratamiento, cuyos beneficios no están todavía probados (Arun et al., 1999; Bertucci 
et al., 2004), es la administración de quimioterapia a altas dosis con transplante autólogo de 
médula ósea en pacientes con CI y otros cánceres mamarios de alto riesgo. La tasa de respuesta 
total y remisión completa en el caso de carcinoma mamarios metastáticos para esta tratamiento, 
oscila entre el 54 y el 68% (Peters et al., 1988; Jones et al., 1990; Dunphy et al., 1990). En la terapia 
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se utiliza el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos para mejorar la 
hematopoyesis y reducir las toxicidades relacionadas (Jaiyesimi et al., 1992).  
El tratamiento en caso de la especie canina es por el momento solo paliativo con la 
administración de antibióticos y antiinflamatorios, debido a las limitaciones económicas y de 
instalaciones, y a la falta de remisión total de la enfermedad. 
 
2.11.2 Futuros tratamientos 
 
Respecto al tratamiento en la mujer se sigue estudiando cuál es el mejor protocolo 
quimioterapico según la combinación de fármacos, ciclos durante las sesiones inductoras y 
adyuvantes y el mejor método parar valorar la respuesta de la quimioterapia inductora. Son 
necesarias mejoras en la respuesta del tratamiento sistémico (Giordano et al., 2003). Tampoco hay 
estudios definitivos sobre la estrategia óptima de combinación de las terapias regionales (Yang et 
al., 2005). Se estudia además el papel de los tratamiento hormonales solos o administrados 
conjuntamente con quimioterapia (Jaiyesimi et al., 1992). También tratamientos con inhibidores 
de la famesil transferasa que revierten el fenotipo invasivo debido a la sobre-expresión de RhoC 
GTPasa (van Golen et al., 2002) y tratamientos frente a mediadores de la angiogénesis como 
VEGF, factor de crecimiento fribroblástico y Flt-1 (Giordano et al., 2003). Dentro de los 
inhibidores de la angiogénesis el fármaco bevazicumab (inhibidor de VEGF) ha sido de los más 
estudiados, mostrando una buena respuesta cuando se le combina con otros agentes citotóxicos 
(Miller et al., 2005; Cobleigh et al., 2003; Margolin et al., 2001). También se ha combinado este 
fármaco con quimioterapia adyuvante consiguiendo un descenso de la permeabilidad vascular y 
un aumento de la apoptosis (Wedam et al., 2004; Overmoyer et l., 2001). 
Otra diana de los nuevos tratamientos es erbB-2, miembro de la familia tirosina quinasas, 
y codificado por el gen c-erbB-2 (Reese et al., 1997), cuya sobre-expresión se ha asociado con 
características de agresividad histológicas (Seshadri et al., 1993). Trastuzumab es un anticuerpo 
monoclonal humanizado anti-erbB-2 (Carter et al., 1992), que combinado con quimioterapia ha 
mostrado un incremento en la tasa de respuesta al tratamiento en carcinomas inflamatorios 
mamarios metastáticos positivos a erbB-2 (Salmón et al., 2001; Marty et al., 2005). También el 
fármaco Lapatinib, un potente inhibidor reversible de erbB1 y erbB-2, frena el crecimiento e 
induce la apoptosis celular de líneas celulares y modelos in vivo erbB1 o erbB-2 dependientes (Xia 






2.12 Modelos in vivo e in vitro 
 
2.12.1 Líneas celulares 
 
SUM-149 y SUM-190 son dos líneas celulares establecidas a partir de carcinomas 
inflamatorios mamarios primarios, a partir de las cuales se provocan carcinomas inflamatorios 
mamarios en ratones inmunodeficientes (Forozan et al., 1999). Estas líneas celulares han sido 
caracterizadas mediante hibridación genómica comparativa encontrando frecuentes deleciones en 
3p, 8p, 11p, 11q y 13q, que aumentan en 1q, 7q, 8q y 17q, sugiriendo la presencia de genes 
candidatos en esas regiones (Forozan et al., 1999). 
 
2.12.2 Modelos in vivo 
 
Se han desarrollado dos modelos animales denominados MARY-X (Alpaugh et al., 1999) y 
WIBC-9 (Shirakawa et al., 2001) (Figura V.2.9). Los ratones inmunodeficientes 
xenotransplantados MARY-X desarrollaron tumores dentro de vasos sanguíneos y linfáticos, y 
eritema cutáneo. Al igual que las muestras de carcinoma inflamatorio humano los ratones son RE 
negativos, RP negativos, p53 positivos y receptor de crecimiento epidérmico positivos, pero 
erbB-2 negativos (Alpaugh et al., 1999). Comparando MARY-X con los ratones 
xenotransplantados no-CI MDA-MB-231 y MDA-MB-468 Alpaugh et al. demostraron que solo la 
carencia de RE y RP, y la presencia de p53 no conducen al desarrollo del CI. Otra diferencia del 
modelo MARY-X con los modelos MDA-MB-231 y MDA-MB-468 es la sobre-expresión de E-
cadherina y MUC1 (Alpaugh et al., 1999; Alpaugh et al., 2002). 
 
 
                                                           Figura V.2.9. Modelo WIBC-9. 
 
La línea WIBC-9 se originó a partir de pacientes con CI, preservando las características 
biológicas e histológicas del carcinoma inflamatorio mamario humano. Por ello encontramos 
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eritema cutáneo, alta tasa de metástasis a distancia e invasión de los vasos linfáticos de la dermis. 
Sin embargo los ratones WIBC-9 presentan dos características histológicas únicas: ausencia de 
células endoteliales y estructuras tubulares en nidos tumorales centrales. Además encontramos 
aneuplodía, amplificación de erbB-2, pérdida de receptores hormonales y sobre-expresión de los 
genes L-8, VEGF, bFGF, angiopoyetina 1, Flt-1, TIE2 y TIE1 cuando comparamos con modelos 
distintos del CI (Shirakawa et al., 2001). 
Las especies canina y felina desarrollan el CI de forma espontánea. Siendo descrita esta 
patología por primera vez en el caso de la especie canina por Susaneck et al. en 1983 y la especie 
felina por Pérez-Alenza et al. en 2004. La especie canina desarrolla la enfermedad con 
características clínicas y patológicas similares a la especie humana (Susaneck et al., 1983). Sin 
embargo en la especie felina el CI tiene una menor incidencia, solo se desarrolla como carcinoma 
inflamatorio secundario postquirúrgico frecuentemente asociado a una reacción inflamatoria de 
rechazo a la sutura, y es positivo inmunohistoquímicamente a receptores hormonales (Pérez-
Alenza et al., 2004). 
 
2.13 Características moleculares: genes implicados 
 
Dentro de los estudios moleculares realizados en el CI podemos diferenciar entre aquellos 
que se han centrado en uno o varios marcadores, o los más recientes realizados mediante 
microarrays que pretenden identificar el patrón específico de expresión del CI. Este patrón de 
expresión podría permitir el diagnóstico molecular de la enfermedad y/o calcular la probabilidad 
de que el CI se desarrolle (Perou et al., 2000; Bieche et al., 2004; Charafe-Jauffret et al., 2004, 
Bertucci et al., 2004; Van Laere et al., 2005; Bertucci et al., 2005; Van Laere et al., 2006). 
 
2.13.1 Genes asociados a tumores mamarios 
 
Las alteraciones de erbB-2 y p53 suelen estar asociadas a tumores mamarios de mayor 
agresividad. El gen erbB-2, también denominado, HER-2/neu es miembro de la familia de 
receptores del factor de crecimiento epidérmico. En un estudio sobre 80 muestras de CI Guerin et 
al. encontraron una expresión de erbB-2 del 41% mediante la técnica Southern Blotting. Mediante 
la misma técnica Prost et al. encontraron un 39% de 96 muestras con CI que expresaban erbB-2, 
frente al 18% de 224 muestras de otros tumores mamarios. La expresión del ARNm del gen 
erbB-2 estudiada mediante Northern Blotting también es mayor en el CI comparada con otros 
tumores mamarios (sobre-expresión en un 61% de los casos a diferencia del 39% en tumores 




PCR a tiempo real observando que la sobre-expresión del gen erbB-2 es más frecuente en el CI 
(36%), que en otros tumores mamarios (26%) (Turpin et al., 2002). 
p53 esta mutado en aproximadamente el 30% de los tumores mamarios, pudiéndose 
detectar esta mutación a nivel nucleotídico o proteico utilizando técnicas inmunohistoquímicas 
(Aas et al., 1996). El gen p53 suele encontrarse mutado en cánceres mamarios de estado avanzado 
y/o muy agresivos ya que su función es mantener la integridad del genoma previniendo el 
acumulo de mutaciones. En el CI encontramos mutaciones del exón 5 al 8 en un 30-60% (Moll et 
al., 1992; Riou et al., 1993; Faille et al., 1994; Turpin et al., 2002). En estudios funcionales Turpin et 
al. encontraron una expresión del gen p53 mutado del 57% de 63 muestras de CI frente a una 
expresión del 37% de 27 muestras de otros tumores mamarios localmente avanzados. En un 
estudio de 27 casos Moll et al. describieron dos mecanismos, mutaciones sin sentido y exclusión 
nuclear, que alteran la función de p53 inactivándolo en el CI. 
También se ha encontrado sobre-expresión de E-cadherina y MUC1 (Alpaugh et al., 1999; 
Tomlinson et al., 2001; Alpaugh et al., 2002). La carencia de la proteína E-cadherina (E-cadherina 
negativa) se ha asociado con falta de diferenciación celular, alto grado de malignidad histológica, 
metastatización y baja tasa de supervivencia (Gamillo et al., 1993; Oka et al., 1993). Kleer et al. 
describieron que el CI es predominantemente E-cadherina positivo (100% de lo CI frente al 68% 
de los no-CI), con marcada expresión en los émbolos tumorales de los vasos linfáticos. MUC1 es 
el ligando de la E-selectina (receptor de adhesión celular) en la membrana de las células 
endoteliales (Alpaugh et al., 2002). El mecanismo molecular de expresión de E-cadherina y MUC1 
disfuncional en el CI puede contribuir significativamente a su progresión metastática (Alpaugh et 
al., 2002). Además Charafe-Jauffret et al. describieron la sobre-expresión de E-cadherina y MUC1 
como parte de la “ firma inflamatoria” del CI. 
 
2.13.2 Genes inflamatorios 
 
El rápido comienzo de los síntomas inflamatorios y la elevada tasa de metástasis a 
distancia sugieren que citoquinas, factores de crecimiento y factores angiogénicos pueden estar 
involucrados en el CI, sin embargo se encuentran cantidades insignificantes de citoquinas, 
interferon gamma, IL-1 y IL-12 (Bieche et al., 2004). La cuantificación de los niveles de expresión 
de distintas citoquinas (IFN γ, TNF, IL-1A, IL-1B, IL-8 y IL-10) llevada a acabo por Bieche et al. 
mediante PCR a tiempo real comparando muestras de CI con otros tejidos mamarios no obtuvo 
señales de sobre-expresión de estos genes, confirmando que el fenotipo inflamatorio de esta 
patología es debido al bloqueo de los vasos linfáticos por la presencia de émbolos tumorales, y no 
por la infiltración de células inflamatorias. 
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2.13.3 Genes relacionados con angiogénesis 
 
Se ha observado un incremento significativo de la densidad de la microvasculación 
intratumoral en el CI (McCarthy et al., 2002). Estudios realizados por Colpaert et al. obtuvieron 
evidencias histológicas de intensidad angiogénica, observada mediante porcentaje de células 
endoteliales, en el CI. La intensa angiogénesis podría deberse a la hipoxia, de ahí la correlación 
observada entre el marcador de hipoxia anhidrasa carbónica IX y la proliferación de células 
endoteliales (Colpaert et al., 2003). 
En el CI encontramos una mayor expresión medida mediante PCR a tiempo real de los 
genes ANGPT1, TIE1, TIE2 y bFGF frente a otros tumores mamarios (Van der Auwera et al., 
2003). El estudio llevado a cabo por Van der Auwera et al. encontró una mayor expresión de los 
genes KDR, ANGPT1, TIE1, TIE2, FGF-2, VEGF-C, VEGF-D, prox-1 y LYVE-1 en el CI con 
respecto a tumores mamarios no CI (Van der Auwera et al., 2004). También fue observada una 
gran expresión de los genes VEGF, bFGF, IL-6 y IL-8 por el grupo de Kleer et al. en el año 2000. 
Los factores de crecimiento linfangiogénicos VEGF-C y VEGF-D promueven las 
metástasis linfáticas induciendo la formación de nuevos vasos linfáticos relacionados con el tumor 
y se encuentran sobre-expresados en el CI (Kurebayashi et al., 1999; Wu et al., 2004; Van der 
Auwera et al., 2004; Tammela et al., 2005). 
Bieche et al. identificaron algunos genes relacionados con la angiogénesis que se 
encontraban sobre-regulados en el CI: VEGF, TBXA2R, PTGS2/COX-2, 
THBD/trombomodulina y ANGPT2/angiopoyetina 2; y otros cuya expresión era similar en el CI 
y en otros tumores mamarios: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3. 
 
2.13.4 Genes implicados en el carcinoma inflamatorio mamario 
 
En el CI se ha encontrado en series de 66 muestras un 52% de pérdida de heterocigosis, 
utilizando 71 microsatélites localizados en 21 regiones cromosómicas de 12 brazos 
cromosómicos, asociada con cánceres mamarios primarios, poniendo de relieve la gran 
inestabilidad en células del CI (Lerebours et al., 2002). Además las regiones 3p21-p14, 6p, 8p22, 
11q, 13q14, y 17q21 suelen estar alteradas con mayor frecuencia en el CI que en otros tumores 
mamarios. Estos hallazgos facilitan la búsqueda de genes candidatos en estas regiones (Lerebours 
et al., 2005). 
También se han identificado genes candidatos mediante técnicas de análisis de la 
expresión de genes. Por ejemplo, van Golen et al. encontraron 17 genes expresados 




embargo en el mismo estudio utilizando la técnica de hibridación in situ solo dos genes RhoC 
GTPase y otro gen que denominaron “Lost in Inflammatory Breast Cancer gene” LIBC 
(actualmente llamado WISP3), estaban sobre-expresado y menos expresado respectivamente en el 
CI comparado con otros tumores mamarios de malignidad III (van Golen et al., 1999). 
El gen LIBC/WISP3 está localizado en la región Hsa 6q22-q23 (región con frecuentes 
deleciones en tumores mamarios), pertenece a la familia IGFBP que está implicada en la 
progresión cancerígena regulando el crecimiento celular, la invasión y angiogénesis (van Golen et 
al., 1999). Este gen parece que funciona como gen supresor de tumores en el tejido mamario y su 
pérdida de función contribuye al fenotipo proliferativo e invasivo (Kleer et al., 2002). 
RhoC GTPase es un oncogen transformante en células mamarias humanas de importancia 
en la alta invasividad característica del CI (van Golen et al., 2000). Este oncogen controla todos 
los aspectos de movilidad celular e invasión, incluida polaridad, organización del citoesqueleto y 
transducción de señales desde el medio extracelular, de factores del crecimiento particularmente 
(van Golen et al., 2000; Ridley et al., 2001; Kjoller et al., 1999). La expresión de RhoC GTPase 
parece estar modulada por WISP3, y los dos genes podrían actuar conjuntamente en esta 
enfermedad (Kleer et al., 2004). Sin embargo en otros estudios realizados por Turpin et al. solo se 
encontró sobre-expresión del gen RhoC GTPase en 3 de 32 carcinomas inflamatorios mamarios. 
Comparando muestras de CI con otras correspondientes a otros tumores mamarios 
localmente avanzados mediante PCR a tiempo real encontraron 27 genes sobre-expresados en CI, 
de los cuales; 7 se corresponden con factores de transcripción (jun, EGR1, junB, fos, fosB, 
MYCN y SNAIL1), 4 de los cuales son componentes de la familia del factor de transcripción AP-
1 (jun, junB, fos y fosB) que está implicada en variedad de procesos tumorales, y los otros 20 son 
genes que codifican para factores de crecimiento (VEGF, DTR/HB-EGF, IGFBP7, IL-6, 
ANGPT2, EREG, CCL3/MIP1A y CCL5/RANTES) o sus receptores (TBXA2R, 
TNFRSF10A/TRAILR1 y ROBO2), relacionados con angiogénesis (Bieche et al., 2004). En este 
mismo estudio no encontraron expresión diferente entre las muestras para los genes RhoC 
GTPase y WISP3, lo que contradice otros estudios. 
 Se ha descrito también la sobre-expresión en el CI respecto a otros tumores mamarios de 
genes diana NF-кB, postulando que podrían ser responsables de los síntomas inflamatorios y la 
gran agresividad metastásica (Van Laere et al., 2005). 
 
2.13.5 Subtipos moleculares 
 
Aunque se han identificado los cinco subtipos moleculares descritos en tumores mamarios 
en general utilizando microarrays, una mayor proporción se corresponden con patrones de 
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expresión del tipo basal, a diferencia de otros tumores mamarios cuyo subtipo predominante es el 
luminal/RE+ (Perou et al., 2000; Bertucci et al., 2004; Van Laere et al., 2005; Bertucci et al., 2005; 
Van Laere et al., 2006). El patrón de expresión tipo basal se corresponde con un peor pronóstico 
(Low et al., 2004). 
También se ha intentado clasificar respecto a sus características moleculares al CI. Estos 
estudios lograron encontrar la asociación de 5 genes con distintos pronósticos de mujeres que 
padecían CI. De este forma asociaron los genes MYCN, SHH y EREG con malo, intermedio y 
buen pronóstico respectivamente, y asociaron la inhibición de los genes VEGF-A y IL8 a 





























3 METODOLOGÍA TÉCNICA 
 
El CI es un síndrome de etiología desconocida y características clínicas, histopatológicas y  
moleculares distintas a otros tumores mamarios. Por tanto es necesaria la identificación de los 
cambios del patrón de expresión específico que le confieren su fenotipo específico y su 
agresividad, y de las rutas metabólicas implicadas en su desarrollo.  
Es muy probable que la identificación de cambios moleculares significativos en CI 
mejoren el diagnóstico, predicción de la respuesta al tratamiento y el desarrollo de nuevas dianas 
terapéuticas. 
 
3.1 Biología molecular y cáncer  
 
El cáncer es la proliferación de clones que surge debido a distintas mutaciones que 
confieren ventajas selectivas de crecimiento a las células. Los genes mutados que están implicados 
en el desarrollo del cáncer se denominan “genes del cáncer”. Por el momento han sido 
identificados más de 350 (Futreal et al., 2004). Estos genes se han identificado mediante diferentes 
estrategias de mapeo físico y genético, y mediante análisis de genes candidatos funcionales. La 
secuenciación completa del genoma humano ha permitido la resecuenciación sistemática del 
“genoma cancerígeno” mostrando el compendio de mutaciones en canceres individuales, y la 
identificación de muchos genes implicados (Futreal et al., 2001). 
Las mutaciones somáticas tienen lugar en el genoma de células en división tanto normales 
como neoplásicas, durante la replicación del ADN o por la exposición a mutágenos exógenos o 
endógenos. El genoma de células cancerígenas puede portar dos clases biológicas de mutaciones 
somáticas: “conductoras”, que confieren ventajas proliferativas en las células con estas 
mutaciones y están directamente implicadas en el desarrollo del cáncer, y  “pasajeras” que son 
biológicamente neutras, es decir, que no confieren ventajas proliferativas. La mutaciones 
somáticas pasajeras se encontraban presentes en la célula progenitora del clon causante del 
desarrollo neoplásico (Greenman et al., 2007). 
Dentro de la complejidad de las alteraciones moleculares involucradas en el desarrollo 
neoplásico es importante destacar la distinción de los genes gatekeepers (controladores del ciclo 
celular) y los caretakers (controladores de la replicación del ADN), y el hecho de que las células 
pueden tener sólo uno o algunos de estos genes inactivados y que variaran según el tipo celular 
(Kinzler et al., 1997). Esta concepción de los genes reguladores específicos de determinados tipos 
celulares explicaría por qué mutaciones que se heredan por línea germinal solo tienen efectos 
oncogénicos en determinadas localizaciones del organismo (Ramón y Cajal, 2000). 
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Salvo algunos procesos hematopoyéticos, linfoproliferativos y tumores infantiles de 
células pequeñas no hay alteraciones moleculares específicas de un determinado tumor, es decir 
que existen pocos tumores con alteraciones constantes y/o patognomónicas. Dentro del gran 
número de alteraciones moleculares que pueden conllevar ventaja de crecimiento celular, los 
múltiples agentes carcinógenos (químicos, víricos y radiaciones) pueden elegir o activar 
indistintamente a varios de ellos y lo que finalmente lleva al desarrollo tumoral es la acumulación 
complementaria de varias alteraciones oncogénicas que contrarresten los controles fisiológicos de 
proliferación celular y los diversos factores mesenquimales e inmunológicos (Ramón y Cajal, 
2000). Por lo tanto es importante el estudio de aquellas rutas metabólicas implicadas en el 
desarrollo de un tipo de presentación clínica de características especiales, como es el CI, mediante 
la utilización de pooles de ARN que minimicen los resultados en cuanto a diferencias de expresión 
debidos a alteraciones moleculares pasajeras o específicas de un tipo celular. 
Los procesos tumorales van acumulando durante su desarrollo numerosas alteraciones 
moleculares, hecho que se tiende a explicar por la propia dinámica del proceso carcinogénico y 
por la presencia de diversas alteraciones moleculares que favorecen la acumulación de múltiples 
errores genéticos en las células (Ramón y Cajal, 2000). 
 
3.2 Técnicas para el análisis de la expresión génica 
 
En el análisis de la expresión de genes se estudia el perfil transcripcional o perfil de 
expresión, que se define como el conjunto de ARN mensajero que se transcribe a partir del ADN 
según un patrón dependiente del tejido, edad y contexto en general. Así la expresión del ARN 
mensajero está modulada por gran cantidad y variedad de estímulos.  
La técnicas que permiten evidenciar los perfiles de expresión son la base del desarrollo de 
la genética funcional. Existen varias técnicas para el estudio del perfil transcripcional según el 
conocimiento previo del genoma y el número de genes a estudio, y la dificultad de la técnica y su 
coste. Las podemos agrupar en dos grandes grupos: 
 
♦ Sistemas cerrados, definidos como aquellos en que los genes a estudiar son finitos y 
pertenecientes a un sistema ya definido, y previamente descritos. Esta metodología se emplea en 
genomas muy conocidos. Como ejemplo de sistemas cerrados para el estudio de la expresión de 





♦ Sistemas abiertos, definidos como aquellos que no requieren ningún conocimiento previo del 
genoma ni del perfil transcripcional. En estos sistemas es adecuada la utilización de bases de datos 
genéticas que faciliten la identificación de genes. Dentro de los sistemas abiertos nos encontramos 
con las técnicas de Differential Display, AFLP, RDA, SAGE, GeneCalling, TOGA y READS. 
Estas dos metodologías son complementarias ya que los genes de expresión diferencial 
identificados mediante sistemas abiertos pueden ser posteriormente estudiados mediante sistemas 
cerrados.  
 
3.2.1 Differential Display  
 
La técnica de Differentail Display fue desarrollada para el estudio del perfil genético por 
Liang y Pardee en 1992. Dentro del protocolo (Figura V.3.1), el ARNm de cada muestra es 
retrotranscrito a ADN codificante (ADNc), denominado así porque carece de las regiones 
intrónicas ya que se ha conseguido a partir de ARN. Para la retrotranscripción se utilizan 
cebadores de anclaje con una cola poli-T y dos bases adicionales en 3´ que aseguran que se 
amplifiquen los mensajeros por subpoblaciones, generando así un número manejable de ADNc. 
También se incorpora en el extremo 5´ del cebador poli-T una secuencia de 11 o 12 nucleótidos 
que permite la secuenciación posterior sin necesidad de subclonar. Después el ADNc es 
amplificado por PCR utilizando una combinación de los mismos cebadores de anclaje poli-T y 
cebadores arbitrarios de pequeño tamaño que se unirán a numerosas zonas del gen. Cada cebador 
arbitrario incorpora 10 nucleótidos para unirse al ADNc y 16 nucleótidos más que corresponden 
a un cebador universal que permite la secuenciación del fragmento obtenido sin necesidad de 
subclonar. Son necesarias combinaciones de 12 cebadores poli-T y 20 cebadores arbitrarios para 
exponer la 10.00 especies de ARNm presentes en la células mamarias (Liang et al., 1992). Durante 
la reacción de PCR se marcan los productos de amplificación radiactivamente. El producto de 
esta amplificación es separado mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y revelado con 
autografías. Cada ARNm es representado por una banda y aquellas bandas que se expresan de 
manera diferente entre muestras, pueden ser escindidas del gel (Figura 13), reamplificadas y 
clonadas para poder secuenciarse. Para realizar la reacción de secuenciación se emplea el mismo 
cebador arbitrario con el que se consigue la banda. La secuencia obtenida, por comparación con 
distintas bases de datos, identifica el gen que tiene expresión diferente. Como resultado también 
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Figura V.3.1. Esquema del protocolo de Differential Display 
 
Desde su descripción esta técnica ha sufrido algunos cambios que han supuesto una 
importante mejora y se han realizado numerosas revisiones del método (Liang et al., 1998; Liang et 
al., 2000; Stein y Liang et al., 2002). Se redujo de dos a una las bases adicionales en el cebador poli-
T (Liang et al., 1994) lo que supone una reducción drástica de la cantidad de falsos positivos y se 
reduce también el número de retrotranscripciones de 12 a 3 por muestra. 
También se ha modificado esta técnica para evitar la utilización de radiactividad, mediante 
la visualización de las bandas por tinción de plata (Doss et al., 1996; Gottschlich et al., 1997; Lee et 
al., 1999; Margaritopoulus et al., 2001). 
La obtención de ARNm no degradado como material de partida es muy importante. 
Además el ARNm no debe estar contaminado con ADN cromosómico, ya que los cebadores 




negativos (Liang et al., 1995). La utilización de hexámeros al azar como cebadores en la reacción 
de retrotranscripción genera poblaciones de ADNc que representan el ARNm y simplifica la 
técnica ya que es necesaria una única reacción de retrotranscripción para cada muestra de ARNm 
(Sokolov et al., 1994; Liang et al., 1995). 
Dentro de las ventajas de este método encontramos que no requiere ningún conocimiento 
previo del gen ni de su secuencia, por lo que es indicado para genomas desconocidos, y que es 
una técnica muy flexible y fácil de desarrollar en el laboratorio.  
Como desventaja de la técnica podríamos citar la gran cantidad de falsos positivos, cifra 
que puede alcanzar el 50% (Martin y Pardee et al., 2000), pero esta tasa puede ser reducida al 0,1% 




                                                     
 
 
                                                                                 Figura V.3.2. Gel de poliacrilamida: Differential Display 
                                                               
3.2.2 PCR a tiempo real  
 
La técnica de PCR a tiempo real permite realizar análisis de expresión recogiendo los 
valores que se generan durante la PCR, combinando la reacción de amplificación y la detección de 
la misma. Esto se puede llevar a cabo mediante la utilización de distintos agentes que emiten 
fluorescencia y que permiten asociar la concentración del producto de la PCR con la intensidad de 
la fluorescencia (Higuchi et al., 1993) (Figura 14). La reacción está caracterizada por el punto en el 
tiempo o ciclo de la PCR donde la señal de amplificación es recogida por primera vez con 
significación estadística, es decir que la intensidad de la fluorescencia es mayor que la 
fluorescencia de fondo. A este ciclo de la PCR se le denomina Ciclo Umbral o Threshold Cycle 
(Ct) y determina el valor de expresión del gen. De manera que a mayor cantidad de ADN o ARN 
en el material de partida, más rápido aumenta significativamente la señal de fluorescencia y menor 
es el Ct (Heid et al., 1996). 
Desde mediados de los 90 las empresas comerciales han desarrollado tecnologías que 
permiten realizar PCR a tiempo real, de manera que se puede cuantificar el nivel de ARNm de un 
gen concreto en cientos de muestras a la vez mediante una retrotranscripción de ARN a ADNc y 
su posterior amplificación. Existen distintas maneras que permiten medir la amplificación en cada 
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ciclo (sondas específicas, agentes intercalantes) pero siempre se realiza una medida de 
fluorescencia que es referida a un estándar conocido.  
Cuando el material de partida es ARN la reacción puede desarrollarse en un solo paso o 
en dos. En un solo paso la reacciones de retrotranscripción de ARNm a ADNc y de 
amplificación tienen lugar en el mismo tubo, mientras que en dos pasos estas reacciones se 
realizan en tubos separados. Hay distintas ventajas y desventajas en los dos métodos (Wong et al.,  
2005). 
Dentro de las ventajas de su aplicación sobre otros métodos de análisis de expresión 
encontramos: la producción de datos cuantitativos en un registro preciso y dinámico del orden de 
7 a 8 logaritmos (Morrison et al., 1998), que no requiere manipulación del producto después de la 
amplificación (Heid et al., 1996), puede detectar diferencias de expresión entre dos muestras 
menores a un 23% (Gentle et al., 2001), tiene coeficientes de variación menores a técnicas de 
densitometría de bandas e hibridación de sondas (Schmittgen et al., 2000), discrimina entre 
secuencias casi idénticas de ARNm, y requiere menor cantidad de ARNm de partida que otros 
métodos de análisis de expresión (Wong et al., 2005). Además la técnica de PCR a tiempo real es 
del orden de 1000 veces más sensible que las técnicas de cuantificación por hibridación de ARN 
(Marinen et al., 2003), pudiendo detectar una única copia de un transcrito determinado (Palmer et 
al., 2003). 
Sus desventajas son: que resulta un método caro, tanto el equipo para realizar la técnica 
como el análisis de un volumen elevado de genes y muestras, su extremada sensibilidad, y requiere 
un diseño sólido del experimento y de las técnicas de normalización de resultados para la 
obtención de conclusiones exactas (Wong et al., 2005).  
La PCR cuantitativa o a tiempo real suele utilizarse como método de validación para 
confirmar los niveles de expresión observados en alguno de los sistemas abiertos. 
La reacción de PCR consta de cuatro fases: la fase de crecimiento lineal, la fase 
exponencial temprana, la fase exponencial propiamente dicha o fase lineal-logarítmica y la fase de 
meseta (Tichopad et al., 2003). Durante la fase de crecimiento lineal, que dura aproximadamente 
10-15 ciclos, la reacción está comenzando y la emisión de fluorescencia por parte de las muestras 
no puede ser distinguida de la fluorescencia de fondo. Los valores de referencia de fluorescencia 
son calculados es esta fase. En el paso siguiente la fluorescencia emitida por las muestras aumenta 
10 veces la desviación estándar de los valores de referencia superando un umbral, denominado 
Ct, con respecto a la fluorescencia de fondo (Heid et al., 1996). Durante la fase lineal-logarítmica 
la PCR alcanza su periodo de máxima amplificación, donde el producto de la reacción se 




reactivos se agotan y la intensidad de la fluorescencia no aporta el cálculo de datos (Bustin et al., 
2000). 
 
Figura V.3.3. Gráfica que recoge la señal de amplificación en función de los ciclos de PCR. Muestra las fases de la 
PCR a tiempo real. 
 
Muchas variables necesitan ser controladas en los análisis de expresión de genes como la 
cantidad de material de partida, eficiencias enzimáticas y las diferencias globales de la actividad 
transcripcional entre tejidos y/o células. Varias estrategias han sido aplicadas para normalizar esas 
variaciones (Vandesompele et al., 2002). Por ello la cuantificación puede llevarse a cabo de 
distintas formas mediante la técnica de PCR a tiempo real: 
 
 Cuantificación absoluta 
 
La cuantificación absoluta utiliza diluciones seriadas de muestras con concentraciones 
conocidas parar generar una recta patrón. La recta patrón relaciona linealmente el Ct con la 
cantidad inicial de ARN total o ADNc, permitiendo conocer la concentración de muestras 
desconocidas según su Ct (Heid et al., 1996). Este método asume que todas la muestras estándar y 
desconocidas poseen la misma eficiencia de amplificación (Souaze et al., 1996). La concentración 
de las diluciones seriadas debe ser similar a la concentración del resto de las muestras y 
permanecer en un rango detectable y cuantificable para el experimento y el aparato de detección 
(Wong et al., 2005). 
 
 Cuantificación relativa 
 
En la cuantificación relativa las variaciones de expresión de las distintas muestras para un 
gen son referenciadas tanto a los valores de una muestras estándar, como a los valores de 
expresión para esas muestras de un gen de referencia o “housekeeper” (Livak et al., 2001). El gen 
housekeeper es un calibrador, y los resultados son dados como la relación entre el valor de la 
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muestra problema y el valor de esa muestra para el gen de referencia. Existen distintos modelos 
matemáticos para normalizar la expresión génica de forma relativa. Dependiendo del método 
empleado se pueden obtener distintos resultados con errores estándar distintos (Liu et al., 2002; 
Mulleret al., 2002). 
 
La realización de la técnica de PCR a tiempo real requiere un serie de pasos previos: 
 
9 Diseño de cebadores específicos 
 
 Los cebadores empleados en PCR a tiempo real tienen que cumplir unos requisitos en su 
diseño: 
- el tamaño del fragmento a amplificar debe situarse entre 100 y 200 pares de bases. 
- Contenido de los cebadores en G/C> 50% 
- Nula formación de dímeros o estructuras secundarias 
- Máxima especificidad, es decir, que de todo el genoma solo amplifique el gen en estudio. 
 
9 Construcción de la recta patrón del gen a cuantificar 
 
 Para la cuantificación se genera una curva estándar a partir de diluciones seriadas de una 
muestra de referencia. La elección de la muestra de referencia no es importante, pero debe ser una 
en la que el gen en estudio se exprese. 
 A partir de la recta patrón se obtienen los parámetros de eficiencia y coeficiente de 
correlación que deben ser al menos de un 90% y cercanos al 100%. Estos dos parámetros a esos 
niveles indican que la recta es suficientemente fiable como para interpolar los datos de expresión 
que se obtienen de las muestras. Para que la eficiencia de la PCR sea ideal la concentración del 
producto de la reacción debe doblarse en cada ciclo dentro de la fase exponencial (Gibson et al., 
1996).  
 
9 Elección de un gen de referencia y construcción de su recta patrón 
   
 Cualquier cuantificación relativa mediante PCR a tiempo real requiere de la utilización de 
un control endógeno invariable para corregir las variaciones en la eficiencia de la PCR entre 
muestras distintas y parar normalizar la cantidad de muestra de partida de cada una de ellas.  
 La normalización de los resultados actualmente se lleva a cabo midiendo varios genes 
housekeepers, ya que la normalización empleando el número de células, cantidad total de ARN o 




housekeeper se calcula un factor de normalización a partir de la media geométrica de sus valores 
de expresión (Vandesompele et al., 2002; Pfaffl et al., 2004). Además se mide la estabilidad de la 
expresión de los distintos genes control para las muestras de interés determinando los genes 
housekeepers más adecuados (es decir con la expresión mas estable) para el experimento. Esto lo 
llevan a cabo distintas aplicaciones para Microsoft Excel, como qBase Analyzer o Bestkeeper. 
 
3.2.3 Elección de las técnicas 
 
En la elección del método a emplear se tuvo en cuenta el conocimiento del genoma a 
estudio; en diciembre de 2005 se publicó la secuencia completa y el análisis del genoma canino. 
También se consideró el interés de estudiar la expresión no solo de genes ya conocidos, sino 
también de nuevos genes implicados en la etiología y progresión del carcinoma inflamatorio 
canino. Por  lo tanto nuestro interés se centro en sistema abiertos de análisis de expresión. 
Dentro de los sistemas abiertos, la selección del método a utilizar tiene en cuenta en 
primer lugar la cantidad de material de partida que se requiere, en este caso ARN, teniendo en 
cuenta que se extraerá de tejido glandular mamario. En segundo lugar, debe proporcionar una alta 
cobertura del genoma completo para asegurar una visión global del perfil de expresión. Y por 
último pero de igual importancia es que la sensibilidad del método debe ser la más alta posible, lo 
que significa que debe ser capaz de detectar ARNm de bajo número de copias.  
 
Los métodos seleccionados fueron: 
 
● Differential Display porque en conjunto cumplía todos los requisitos que 
consideramos necesarios para el análisis: es un sistema abierto, su coste y la dificultad para llevarlo 
a cabo son bajos, requiere poca cantidad de ARN de partida, se detectan gran cantidad de genes 
por la gran cantidad de combinaciones de cebadores que pueden utilizarse, puede detectar genes 
no descritos, puede detectar ARNm que se encuentre en una proporción 1/200000 tránscritos 
(Wan et al., 1996), y el número de muestras que pueden compararse a la vez es alto.  
 
● la técnica de PCR a tiempo real que nos permitía validar los resultados obtenidos 
mediante Differential Display  y que también se empleo en el estudio de expresión diferencial de 
genes candidatos funcionales, ya que permitía estudiar genes previamente descritos en un genoma 
ya conocido detectando diferencias de expresión del 23% entre dos muestras, discriminando entre 
secuencias casi idénticas de ARNm. Además es una técnica que requiere menor cantidad de 
ARNm de partida y más sensible que otros métodos de análisis de expresión. 
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3.4 Análisis estadístico 
 
Las técnicas estadísticas de estimación de parámetros, intervalos de confianza y prueba de 
hipótesis son, en conjunto, denominadas estadística paramétrica y son aplicadas básicamente a 
variables continuas. Estas técnicas se basan en especificar una forma de distribución de la variable 
aleatoria y de los estadísticos derivados de los datos. En estadística paramétrica se asume que la 
población de la cual la muestra es extraída es normal o aproximadamente normal. Esta propiedad 
es necesaria para que la prueba de hipótesis sea valida. Sin embargo, en un gran numero de casos 
no se puede determinar la distribución original ni la distribución de los estadísticos por lo que en 
realidad no tenemos parámetros a estimar, solo distribuciones que comparar. Esto se llama 
estadística no paramétrica.  
Los métodos no paraméticos son también conocidos como métodos de distribución libre 
ya que no se puede suponer la distribución paramétrica de los datos. Se utilizan estos métodos 
cuando la distribución es desconocida o cuando los datos se presentan en forma de rangos de 
variables aleatorias (Hollander et al., 1973). 
El procedimiento NPAR1WAY efectúa análisis no paramétricos llevando a cabo el 

















































La cuestión clave en el carcinoma inflamatorio mamario es la identificación de los 
cambios del perfil génico específico que le confieren su fenotipo característico y su agresividad. 
Poco se sabe de los mecanismos moleculares u biológicos del CI por varias razones; su baja 
frecuencia, el tamaño de la muestra recogida para el diagnóstico es tan pequeño que no permite 
realizar estudios moleculares, y por su tratamiento similar el CI normalmente es estudiado 
conjuntamente con otros tumores mamarios localmente avanzados a pesar de sus diferencias en 
tasas de incidencia edad-específicas, presentación clínica, histología, estatus de receptores 
hormonales y pronóstico (Paradiso et al., 1999; Kleer et al., 2000; Brenner et al., 2002; Anderson et 
al., 2003). Además los mecanismos moleculares que subyacen de esta entidad clinicopatológica 
distinta, deben ser estudiados comparativamente (Lerebours et al., 2005). 
Así el objetivo del estudio es el análisis de la expresión génica del carcinoma inflamatorio 
canino respecto a tejido mamario sano y carcinomas distintos al carcinoma inflamatorio de la 
misma especie, con dos vertientes;  el estudio de genes conocidos candidatos funcionales y el 
estudio de expresión génica mediante sistemas abiertos, que permiten el análisis de expresión sin 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1 MATERIAL BIOLÓGICO 
 
El material biológico empleado en el estudio consta de biopsias y necropsias de tejido 
mamario recogidas en el Hospital Clínico Veterinario de Madrid (HVM), procedentes de 23 
hembras de la especie canina, y dentro de las cuales podemos diferenciar entre tejido mamario 
sano, carcinomas mamarios y carcinomas inflamatorios mamarios caninos. 
 
1.1 Criterios de selección de casos 
 
Los casos de carcinoma inflamatorio canino fueron diagnosticados en el HVM, 
atendiendo a las características clínicas descritas previamente en la especie canina (Susaneck et al., 
1983) y en la especie humana (Tavassoli et al., 1999), confirmándolo mediante el estudio 
histológico de una biopsia tomada mediante tru-cut. Los pacientes no fueron eutanasiados 
cuando se realizó el diagnóstico, si no prescritos con un tratamiento paliativo hasta la absoluta 
falta de respuesta. 
En el HVM también fueron seleccionados animales que presentaban nódulos en la región 
mamaria con características clínicas compatibles con tumores mamarios caninos distintos del CI. 
Estos pacientes fueron quirúrgicamente tratados, siendo mastectomizados y 
ovariohisterectomizados. De todos los casos se recogieron datos epidemiológicos, reproductivos 
y clínicos, incluyendo el examen radiológico del tórax. 
Los animales control incluidos en el estudio estaban libres de toda enfermedad. 
Siempre se seleccionaron hembras con una edad superior a 2 años y en estado de anestro, 
determinado el estado del ciclo reproductivo mediante frotis vaginal.  
 
1.2 Recogida de muestras 
 
 Se biopsió el tejido mamario sano mediante tru-cut, obteniendo muestras con 1 cm de 
diámetro. Las muestras de tumores mamarios distintos al CI se recogieron a partir de las 
mastectomías parciales o totales de los casos diagnosticados previamente como posibles tumores 
mamarios. La recogida de muestras de carcinomas inflamatorios se realizó a partir de necropsias 
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1.3 Clasificación histológica 
 
El diagnóstico clínico se confirmó mediante técnicas histológicas. Para su realización, un 
fragmento de las biopsias y necropsias fue fijado en formalina al 10%, procesado en parafina, 
cortado en secciones de 4 µm y teñido con hematoxilina-eosina, según métodos rutinarios. 
También se realizaron tinciones específicas para la observación de lípidos (Sudan III). A 
continuación se clasificaron histológicamente. Los tumores mamarios caninos (incluyendo el CI) 
fueron diagnosticados siguiendo el sistema de clasificación de tumores mamarios caninos 
(Misdorp et al., 1999). Se siguió la patología del cáncer humano (Tavassoli et al., 1999) como 
criterio histológico para el diagnóstico de los carcinomas ricos en lípidos. En cada tumor el grado 
histológico de malignidad fue establecido puntuando la formación de túbulos, el pleomorfismo 
celular y la tasa de mitosis, del 1 al 3, según el sistema de gradación humano (Elston et al., 1993). 
Aparte se evaluaron otras características histológicas del parénquima y del estroma.  
Se realizó también el examen microscópico de la piel ante la posible infiltración neoplásica 
de la misma. La invasión masiva de células neoplásicas de los vasos linfáticos es una característica 
histológica diagnóstica en el CI. 
Finalmente las muestras se clasificaron histológicamente en 11 muestras de carcinoma 
inflamatorio canino espontáneo, 6 muestras de tumores mamarios caninos espontáneos de grado 
histológico de malignidad III y 6 muestras de tejido mamario sano procedentes de animales libres 
de enfermedad. 
 
1.4 Conservación de las muestras 
 
Las muestras fueron sumergidas en RNAlater (SIGMA) durante 24 horas, solución que 
evita la degradación del ARN tisular debida a las RNAsas presentes en el medio, y a continuación 
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2 MÉTODOS EXPERIMENTALES 
 
2.1 Extracción de ARN 
 
 A partir del tejido mamario conservado a -80ºC, se realizó la extracción del ARN total, 
mediante el kit de Extracción RNeasy® Midi Kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo prescrito 
para muestras tisulares. Se utilizaron 100 mg de tejido mamario para la extracción. Durante el 
protocolo de aislamiento de ARN total se procedió a realizar un tratamiento con DNAsa 
(RNAse-Free DNAse Set, QIAGEN) para la eliminación del ADN. 
 Para asegurar la calidad del ARN fue necesario evitar su degradación, y por ello fueron 
adoptadas una serie de condiciones de trabajo, como la utilización de guantes, puntas con filtro, 
fungibles y soluciones libres de RNAsas, y superficies y material de laboratorio tratado con 
productos inhibidores de la RNAsas (RNaseZap®, Ambion). 
 
2.2 Calidad, cantidad y pureza de ARN 
 
Se chequeó la integridad del ARN extraído mediante electroforesis en geles de agarosa al 
1% en buffer TBE1x (Tris-HCl 90mM, ácido bórico 90mM, EDTA 2mM pH=8), bajo un campo 
eléctrico de 100V durante 20 minutos. 
Se determinó el ARN total mediante espectrofotometría, midiendo la absorbancia  a una 
longitud de onda de 260nm (A260). A esta longitud de onda una absorbancia de 1 unidad 
corresponde a una concentración de 40 ng/µl. 
La relación A260 /A280  estima la pureza del ARN con respecto a contaminantes como las 
proteínas. Las medidas fueron tomadas en Tris-HCl 10mM pH=7,5. Valores entre 1,8 y 2 indican 
que el ARN está libre de impurezas. 
 
2.3 Reacción de retrotranscripción 
 
A partir del ARN previamente extraído se realizó la reacción de retrotranscripción o 
transcripción inversa, mediante la retrotranscriptasa iScriptTM cDNA Synthesis Kit (BIORAD). 
En esta reacción las moléculas de ARN son copiadas a moléculas de ADN codificante (ADNc).  
El ADNc, al igual que el ARN maduro, no contiene intrones, pero es una molécula más 
estable, que requiere unas condiciones de trabajo menos restrictivas. El protocolo y programa de 
amplificación para la realización de la reacción se detalla en las Tablas VII.2.1 y VII.2.2. 
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 Volumen por reacción 
MIX 4µl 




Tabla VII.2.1. Protocolo de la reacción de transcripción inversa. 
 
Temperatura (ºC) Tiempo 
            25ºC 5 minutos 
            42ºC 30 minutos 
            85ºC 5 minutos 
             4ºC  
 
Tabla VII.2.2. Programa de amplificación de la reacción de transcripción inversa. 
 
2.4 Differential Display 
 
 Esta técnica, empleada para el análisis de expresión, se realiza en varios pasos, que 
incluyen una reacción de retrotranscripción para la obtención de ADNc, amplificación de 
fragmentos utilizando cebadores aleatorios mediante PCR, separación de los productos de la PCR 
mediante electroforesis vertical en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y 
posterior tinción de plata del gel para la observación de los fragmentos. 
Para realizar el experimento se emplearon pooles de ARN de cada uno de los fenotipos. 
Los pooles fueron construidos a partir de 2 µl de ARN de cada individuo. 
 
2.4.1 Amplificación de ADNc 
 
Después de la reacción de retrotranscripción y una vez obtenido en ADNc, se utilizaron 
distintas combinaciones de cebadores poli-T (Tabla VII.2.3) y cebadores arbitrarios (Tabla 
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Cebador Secuencia 
T7(dT12)A 5´-ACG ACT CAC TAT AGG GCT TTT TTT TTT TTA-3´ 
T7(dT12)C 5´-ACG ACT CAC TAT AGG GCT TTT TTT TTT TTC-3´ 
T7(dT12)G 5´-ACG ACT CAC TAT AGG GCT TTT TTT TTT TTG-3 
 
Tabla VII.2.3. Secuencias de los cebadores poli-T utilizados en Differential Display. 
 
Cebador                              Secuencia 
M13-ARP1 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ACG ACT CCA AG-3´ 
M13-ARP2 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGC TAG CAT GG-3´ 
M13-ARP3 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGA CCA TTG CA-3´ 
M13-ARP4 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGC TAG CAG AC-3´ 
M13-ARP5 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AAT GGT CGT CT-3´ 
M13-ARP6 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATA CAA CGÁ GG-3´ 
M13-ARP7 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATG GAT TGG TC-3 
M13-ARP8 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATG GTA AAG GG-3´ 
M13-ARP9 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATA AGC CTA GC-3´ 
M13-ARP10 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ACA GTG TGT GA-3´ 
M13-ARP11 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AAC GCT AGT GT-3´ 
M13-ARP12 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGG TAC TAA GG-3´ 
M13-ARP13 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGT TGC ACC AT-3´ 
M13-ARP14 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATC CAT GAC TC-3´ 
M13-ARP15 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ACT TTC TAC CC-3´ 
M13-ARP16 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATC GGT CAT AG-3´ 
M13-ARP17 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ACT GCT AGG TA-3´ 
M13-ARP18 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATG ATG CTA CC-3´ 
M13-ARP19 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATT TTG GCT CC-3´ 
M13-ARP20 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATC GAT ACA GG-3´ 
 
Tabla VII.2.4. Secuencias de los cebadores arbitrarios utilizados en Differential Display. 
 
La reacción se llevó a cabo con la polimerasa AmpliTaq Gold (Applied Biosystem), según 
las condiciones detalladas en Tablas VII.2.5 y VII.2.6.  
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 [INICIAL] [FINAL] VOLUMEN 
Buffer 10x 1x 1µl 
Cl2Mg 25mM 2mM 0,8µl 
dNTPs 10mM 1mM 1µl 
Cebador dT 10µM 1µM 1µl 
Cebador arbitrario 10µM 1µM 1µl 
Taq Gold 5U/µl 1U 0,2µl 
ADNc   2µl 
H2O   3,1µl 
 
Tabla VII.2.5. Concentración inicial, concentración final y volúmenes de la reacción de amplificación. 
 
Temperatura (ºC) Tiempo  
95ºC 8 s  
94ºC 30 s  
40ºC 1 s  
72ºC 2 s 3 ciclos 
92ºC 30 s  
40ºC 
(1ºC + por ciclo) 
30 s  
72ºC 2 s 18 ciclos 
94ºC 40 s  
58ºC 50 s  
72ºC 2 s 21 ciclos 
72ºC 7 s  
5ºC   
 




Los fragmentos de la PCR fueron separados mediante electroforesis vertical en gel de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.  
Antes de poder realizar la electroforesis existen una serie de pasos previos que fueron 
realizados para la obtención del gel de poliacrilamida. Los cristales entre los cuales polimeriza el 
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gel fueron tratados previamente por su cara interna: uno de los cristales con una capa de Bind 
Silane (Amersham-Pharmacia), que facilita la posterior recuperación del gel, y otro cristal con una 
solución Repel (Amersham-Pharmacia), que asegura que el gel no se quedará adherido a este 
cristal. 
Los geles estaban compuestos por Acrilamida-bisacrilamida en una proporción 19:1 6%, 
Urea 7M, TBE 0,5x, Persulfato Amónico 0,7% y TEMED 0,2%. 
El buffer de electroforesis utilizado fue TBE 1x. 
Se calentó el gel previamente a la electroforesis 45 minutos a 90W. 
A los fragmentos de PCR se les añadió tampón de carga, consistente en EDTA 0,5M 
pH=8, Xilén-cyanol 0,05% y Azul de bromofenol 0,005%. Posteriormente se desnaturalizaron a 




El gel de poliacrilamida se sometió a un proceso de tinción con nitrato de plata, basado en 
el protocolo de Bassam et al., (1991) ligeramente modificado, para la visualización de los 
fragmentos amplificados y separados mediante electroforesis. El protocolo consta de los 
siguientes pasos: 
▪ Fijación del gel en una solución de ácido acético al 10% durante 3 minutos. 
▪ Lavado con H2O MiliQ. 
▪ Tinción (AgNO3 0,2%; Formaldehído 37%) con agitación y oscuridad durante 20 
minutos. 
▪ Lavado del gel con H2O MiliQ. 
▪ Revelado con una solución que contiene Carbonato sódico (Na2CO3) 0,07M, 
Tiosulfato sódico (Na2S2O3x5 H2O) al 1% y Formaldehído al 37%, hasta la visualización de las 
fragmentos de la PCR en forma de bandas. 
▪ Lavado con H2O MiliQ. 
▪ Paro del revelado con Ácido acético glacial al 10% durante 3 minutos. 
▪ Lavado con H2O MiliQ y solución con Glicerol al 0,5% para su posterior 
conservación. 
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2.4.4 Selección de la bandas diferenciales 
 
Se seleccionaron aquellos fragmentos o bandas en las cuales se apreciaba diferencia de 
intensidad o, presencia o ausencia entre los distintos grupos de muestras o de animales 
previamente establecidos. Los distintos grupos de animales se correspondían con: animales con 
CI, con carcinomas distintos al CI y sanos. Y se repitieron los experimentos en los que se 
observaban diferencias de expresión entre los distintos fenotipos para confirmar que no se trataba 
de artefactos de la PCR ni amplificaciones inespecíficas. 
 
2.4.5 Recuperación de bandas 
 
Consiste en recuperar del gel de poliacrilamida las bandas seleccionadas para su posterior 
reamplificación. Este proceso implica varios pasos: 
1º) Recortar la banda seleccionada del gel con un bisturí en introducirla en un tubo 
Eppendorf con 80 µl de H2O. 
2º) Someter los tubos a 95ºC durante 15 minutos. 
3º) Mantenerlos a -70ºC durante 45 minutos. 
4º) Permitir la descongelación a temperatura ambiente. 
5º) Volver a congelar a -70ºC durante 15 minutos. 
6º) Descongelar a temperatura ambiente. 
Previamente a la reacción de reamplificación se centrifugó durante 2 minutos a 12000rpm. 
 
2.4.6 Reamplificación de la bandas 
 
Se reamplificaron los fragmentos o bandas mediante PCR en las condiciones mostradas 
en las Tablas VII.2.7 y VII.2.8. 
 [INICIAL] [FINAL] VOLUMEN 
Buffer 10x 1x 1µl 
Cl2Mg 25mM 1,5mM 0,6µl 
dNTPs 10mM 0,2mM 0,2µl 
Cebador dT 10µM 1µM 1µl 
Cebador arbitrario 10µM 1µM 1µl 
Taq Gold 5U/µl 1U 0,2µl 
ADNc   3µl 
H2O   3µl 
 Tabla VII.2.7. Concentración inicial, concentración final y volúmenes de la reacción de reamplificación. 
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Temperatura (ºC) Tiempo  
95ºC 5 segundos  
95ºC 15 segundos  
60ºC 15 segundos  
72ºC 15 segundos 25 ciclos 
72ºC 5 segundos  
15ºC 2 segundos  
58ºC 50 segundos  
 
Tabla VII.2.8. Protocolo de temperatura de la reacción de reamplificación. 
 
2.4.7 Aislamiento de las bandas 
 
Para evidenciar la reamplificación de las bandas se cargaron 3 µl de la PCR conjuntamente 
con 1 µl de tampón de carga, en un gel de poliacrilamida 19:1 al 6% no desnaturalizante. El buffer 
de electroforesis utilizado fue TBE1x y la eletroforesis duró 2 horas a 150V y 28mA. 
 
Se observaron dos tipos de resultados: 
 
a.  Presencia de bandas únicas y del tamaño esperado. En este caso se purificó la PCR 
para proceder a su secuenciación. 
b.  Presencia de bandas dobles o múltiples. En cuyo caso se vuelve a recortar, para aislar 
la banda seleccionada, y se repite otra vez el proceso de reamplificación y aislamiento hasta 
conseguir una banda única. 
 
2.4.8 Purificación del producto de PCR 
 
La purificación del producto de PCR persigue eliminar aquellos componentes de la PCR 
distintos a los fragmentos deseados. Para realizar este proceso se utilizó el kit High Pure PCR 




Una vez obtenida una banda única y en cantidad suficiente, se procedió a su secuenciación 
en el secuenciador automático ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). En las 
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reacción de secuenciación se utilizó BigDye® Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit y el mismo 
cebador arbitrario con el cual se obtuvo cada una de las bandas en Differential Display, bajo las 
condiciones señaladas en las Tablas VII.2.9 y VII.2.10. 
 
 VOLUMEN 
MIX 4 µl 
Cebador ARP 0,5 µl 
PCR 6 µl 
 
Tabla VII.2.9. Condiciones de la reacción de secuenciación. 
 
Temperatura (ºC) Tiempo  
96ºC 30 segundos  
50-55ºC 
(dependiendo del fragmento) 
15 segundos  
60ºC 4 minutos 30 ciclos 
4ºC   
 
Tabla VII.2.10. Programa de la reacción de secuenciación. 
 
2.4.10 Purificación de la reacción de secuenciación 
 
Mediante la purificación se eliminaron residuos tales como sales y restos de terminadores 
que pueden afectar a la señal fluorescente. Los pasos seguidos fueron: 
 
● Añadir por cada 10µl de PCR de secuenciación: 1,5 µl de Acetato sódico 3M 
pH=4,6, 31,25 µl de Etanol 100%, y 7,5 µl de H2O. 
● Mantener 15 minutos a 4ºC para que precipiten los productos de extensión de la 
PCR. 
● Centrifugar 30 minutos a 13000rpm. Eliminar el sobrenadante. 
● Añadir 250 µl de Etanol 75%. 
● Centrifugar 15 minutos a 13000rpm. Eliminar el sobrenadante y permitir el 
secado. 
Por último se añadieron 25 µl de Formamida y se cargó en el secuenciador, donde se 
somete a una electroforesis capilar utilizando, durante 40 minutos, Polímero POP7 (Applied 
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Biosystems). Una vez finalizada la electroforesis los resultados son analizados por el programa 
Sequencing Análisis Software (Applied Biosystems), que genera un electroferograma y una 
secuencia. 
 
2.4.11 Análisis de la secuencias 
 
Para conocer a qué gen corresponden y las características de cada una de las secuencias 
obtenidas, se recurrió a una serie de herramientas y bases de datos presentes en la red, y a la 
información existente sobre dichos genes en la especie canina y humana. Dentro de estas bases de 
datos se utilizaron: 
 
- NCBI (Nacional Centre of Biotecnólogy Information); 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 
- UCSC Genome Bioinformatics (University of California Santa Cruz Genome 
Bioinformatics); http://genome.ucsc.edu/ 
 
- TIGR (The Institute of Genomic Research); 
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/ 
 
2.5 Real Time PCR o PCR cuantitativa 
 
Esta técnica permite la confirmación de la expresión diferencial de los genes encontrados 
mediante Differential Display. Además se empleó para cuantificar la expresión génica de genes 
candidatos funcionales de forma relativa entre los fenotipos.  
El material de partida de esta técnica fue el ARN total de cada uno de los animales a 
estudio que fue retrotranscrito a ADN codificante. También fueron retrotranscritos y analizados 
pooles de ARN de cada uno de los fenotipos, construidos a partir de 2 µl de cada individuo. La 
reacción se llevó a cabo en el termociclador iCycler TN (BIORAD), empleando DyNAmoTM HS 
SYBR® Green qPCR Kit (FINNZYMES) que contiene el fluoróforo SybrGreen. Las reacciones 
se hicieron por duplicado para cada individuo y gen. Se incorporaron controles negativos al 
experimento, con los mismos componentes de reacción pero sin sustrato. Las cantidades 
empleadas y el programa del termociclador se describen en las Tablas VII.2.11 y VII.2.12. 
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 [INICIAL] [FINAL] VOLUMEN 
MIX 10x 1x 10 µl 
Cebador Forward 10µM 0,5µM 1 µl 
Cebador Reverse 10µM 0,5µM 1 µl 
ADNc   2 µl 
H2O   6 µl 
 
Tabla VII.2.11. Concentración inicial, concentración final y volúmenes de la PCR. 
 
Temperatura (ºC) Tiempo  
95ºC 8 minutos  
95ºC 15 segundos  
55-68ºC 
(dependiendo del fragmento) 
30 segundos  
72ºC 40 segundos 45 ciclos 
95ºC 4 minutos  
68ºC 1 minutos  
68ºC 
(0,2ºC+por ciclo) 
10 segundos 155 ciclos 
15ºC 1 minuto  
 
Tabla VII.2.12. Programa de amplificación de la PCR cuantitativa. 
 
El último paso del programa de temperaturas permite la construcción de una curva de 
disociación o “melting” con la que se comprobó la amplificación del fragmento esperado. 
  La fluorescencia emitida fue cuantificada dando una medida de la cantidad amplificada.  
 
2.5.2 Diseño de cebadores 
 
Para diseñar los cebadores se utilizaron los programas: 
▪ Primer3; http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi  (Rozen et 
al., 2000). 
▪ Operon; https://www.operon.com/oligos/toolkit.php?. 
▪ DINAMelt; http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/hybrid/twostate.php. 
(Markham et al. 2005). 
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Las secuencias de los cebadores para los genes candidatos funcionales fueron las 
siguientes: 
 
Gen Cebador For Cebador Rev 
ARN 5´-GCTACCTGGCTCTGGATGAG-3´ 5´-GGCAGCTGAGTCATTCTCGT-3´ 
ARZ 5´-GTCTGATCTGCGGTGATGAA-3´ 5´-GAGGCGACAAGATGGACAAT-3´ 
ARC 5´-GACCAGATGGCAGTCATTC-3´ 5´-AGGTCAGGGGCGAAGTAGAG-3´ 
ESR2N 5´-AGACCACGAGCCCAAATGTG -3´ 5´-GTGACGACTGGCAATTGGATG-3´
ESR2Z 5´-CCAAGTTCAAAGAGGGATGC-3´ 5´-CTTCACACGACCAGACTCCA-3´ 
ESR2C 5´-GGATGGAGGTGCTAATGGTG-3´ 5´-GAACGAGGTCTGGAGCAAAG-3´ 
ESR1 5´-CATGATGAAAGGCGGGATAC-3´ 5´-ATCTCCAGAGGACCCCACTT-3´ 
Desmolasa 5´-CAATGGCTGGCTAAACCTG -3´ 5´-ATAAACCGACTCCACGCTGC-3´ 
Aromatasa 5´-CCTCGTGCGTATGGTAACAG-3´ 5´-ACCCAGTTCGTTGCTGACTT-3´ 
STS 5´-ATGACCTGATGCCGCTACTT-3´ 5´-GAACTTGGGCGTGAAGAAGA-3´ 
EST 5´-GTGAGCGAGATCCTGGACAT-3´ 5´-AATCCCTGGAGCCTTGAACT-3´ 
SULT1A1 5´-GAAGTGTCCTATGGGTCCTG-3´ 5´-GGGTTCTCTTTCATGTCCTC-3´ 
HSD1 5´-ACCTCTTCTCCAGCTACCG-3´ 5´-AGACCTCCGTCACCTCCT-3´ 
HSD2 5´-GGTATTTGTGGGAGTTCTGG-3´ 5´-GGCGTCTTTTATCTGTTGCT-3´ 
THBS1 5´- GAACCACACCAGAAGCCATT-3´ 5´-GCTGGAGCCATTTACCACAT -3´ 
ENG 5´-AGGAGTCAACACCACGGAAC-3´ 5´-AGCTCAGCGATAGACGCAAT-3´ 
ESAM 5´-GTGTTGGCGTACATCAGTGG-3´ 5´-CATTCACAGAGCAGCGGTAG-3´ 
PECAM1 5´-ATGACTCCAGCTCCGAGGTA-3´ 5´-GTGTCTTTTGTTGGGTTGTC-3´ 
CD47 5´-GTCATTGTCGGAGCCATTCT -3´ 5´-GTCCAACCACAGAGAGCACA-3´ 
FNI 5´-AGACCTGGGAAAAGCCGTAT-3´ 5´-CGGTTATCCTTCTTGCTCCA-3´ 
CDH5 5´-CAGCCCTTCTACCACTTCCA-3´ 5´-ATATCCAATGCTCCGACGAG-3´ 
VFOS 5´-CTCGTACTCCAACCGCATCT-3´ 5´-GTAGTCGGCGTTGAAACCAG-3´ 
JUN 5´-ACGACCTTCTACGACGATGC-3´ 5´-GTTCAGGGTCATGCTCTGCT-3´ 
PIK3R1 5´-ACGAGAAGACCTGGAACGTG-3´ 5´-AAGCGTAGCAGCCCTGTTTA-3´ 
MYC 5´-CGACTCGGAGGAAGAACAAG-3´ 5´-GCTGTGAGGAGGTTTGCTGT-3´ 
ERBB-2 5´-GGAAGTTCGCAGATGAGGAG-3´ 5´-GCAATGATGGATGTCACAGG-3´ 
WISP3 5´-GTGCGAGTTCAACAGGGTA-3´ 5´-AGGCTTCTTTCTGTCTGGAG-3´ 
CDKN1A 5´-GGAGCGATGGAACTTTGACT-3´ 5´-AGGCAGGGAGACCTTGGAC-3´ 
COX-1 5´-GGAAGAAGCAGTTGCCAGAC-3´ 5´-GTGAAGCCAGGACCCATCT-3´ 
COX-2 5´-CTGTTCCCACCCATGTCAA-3´ 5´-GCAGTTTTCGCCGTAGAATC-3´ 
MMP2 5´-CACGGCCAACTATGATGATG-3´ 5´-GAATGCCCTTGATGTCGTCT-3´ 
CD35 5´-GAACCACGGTCACTTACACA-3´ 5´-AAGTTTACACAGGGGAGCAG-3´ 
VEGFA 5´-CTATGGCAGGAGGAGAGCAC-3´ 5´-GCAGGATGGCTTGAAGATGT-3´ 
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VEGFB 5´-GTAGTGCCTCTGACTGTGGA-3´ 5´-AGCTGACTGCTTGGGTAAC-3´ 
VEGFC 5´-GACCCCACAAGGAACTAGAC-3´ 5´-ACACTCACAGGCACATTTTC-3´ 
VEGFD 5´-CTCTGGAGATGCCGACTG-3´ 5´-GCTGCCACTCCTCGTCTA-3´ 
VEGFR2 5´-GGGACCTAAAAACCCAGTCT-3´ 5´-GAAGATTCCATGCCACTACC-3´ 
VEGFR3 5´-GGTCATCGCTGTCTTCTTCT-3´ 5´-ACAGGTAGCCCGTCTTGATA-3´ 
ANGIO1 5´-AAAGGGTCACACTGGGACAG-3´ 5´-GGGCACATTTGCACATACAG-3´ 
ANGIO2 5´-AACACTGGCTGGGAAATGAG-3´ 5´-GCCGTCCCTGTAAGTCCTTT-3´ 
CD34 5´-GGTGGCTGATACAGAATTGT-3´ 5´-AAGGCTAGAATGTAAGTGGT-3´ 
TIE2 5´-CTGAAACAGCTTACCAGGTG-3´ 5´-GCTATGAGCAGCATCTTCC-3´ 
LYVE-1 5´-GGAAGAGAAAGCCGATGATA-3´ 5´-ACTGTGGTTTTGGTTGGACT-3´ 
VWF 5´-GTGCGATATGTCACCTCAGA-3´ 5´-ACTGTCACTCGGTTGGATCT-3´ 
 
Las secuencias de los cebadores para las bandas con expresión diferencial identificadas en 
Differential Display fueron las siguientes: 
 
Gen Cebador For Cebador Rev 
Banda 1 5´-ATACAGAATGGGTCGGTGGA-3´ 5´-GGAGGACCATCCACAGAAGA-3´ 
Banda 5-6 5´-CCTTCCTTCACCAAACAG-3´ 5´-CAGACAGGATTCCAGGAG-3´ 
Banda 7 5´-GGTTTCCATCACTTGTAGCC-3´ 5´-GGACTTTTCTAAGGGAGGAG-3´ 
Banda 8-14 5´-CAAGGGTGTGTGGATGTGAA-3´ 5´-GGGGCTGTACTCCTGGTTTT-3´ 
Banda 9 5´-GCATGGAACAGAAAAATCC-3´ 5´-TTTTATCTGCTACTACATAAGTTGC3´
Banda 11 5´-CTTTTCACTTCCACCGCACT-3´ 5´-TGAGATAGGTCCTGGGCAAC-3´ 
Banda 16 5´-TCTTAGGACTCCCACTCCAA-3´ 5´-GGTAAAGGGCGTCTATGACA-3´ 
Banda 18 5´-GCTCAAGCCAGTCTCCAAAA-3´ 5´-AAAACCAGCAAGCTCAGTGC -3´ 
Banda 19 5´-ATTTGATTGGAGGGGCTACC -3´ 5´-AAGCTGTGGTCGCGCTAATA-3´ 
Banda 23 5´-AACGCCAGTAGTGACCAAGAA-3´ 5´-TCCCTTTAAACACAAGGAATGAA-3´ 
Banda 24 5´-CTTTACAGCACGAGGGGAAG-3´ 5´-CCACACCAATACTGCCATCA-3´ 
Banda 25 5´-GGTGGGAGAAGGGAGAAGTT-3´ 5´-ATCCATCAGGAAAGCAGCAG-3´ 
Banda 31 5´-CAGATGAGCTTCAGGCAAGA-3´ 5´-CTCCCTAAGGAAGAACTCACGA-3´ 
Banda 33 5´-CTTCTCTTCACCCCAGGACAG-3´ 5´-AAGATTGTTGATGTTTTTCC-3´ 
Banda 37 5´-GATGGACAGAGGTTTTTGTA-3´ 5´-TAACACCAGAGGCCATAATA-3´ 
 
2.5.3 Construcción de la recta patrón del gen a cuantificar 
 
Fue necesario generar una curva estándar a partir de diluciones seriadas de una muestra de 
referencia para poder interpolar los datos de expresión que se obtienen en el experimento. Se 
eligieron las diluciones 1x10-1, 1x10-2, 1x10-3, 1x10-4 y 1x10-5. La reacción de amplificación se 
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realizó bajo las mismas condiciones descritas anteriormente para PCR cuantitativa pero por 
triplicado para cada una de las diluciones. 
La construcción de la recta fue generada automáticamente por parte del termociclador 
iCycler, al igual que la eficiencia de la PCR y el coeficiente de correlación. 
 
2.5.4 Genes de referencia 
 
La medida de la cantidad amplificada se referenció a la expresión de varios genes 
constitutivos o de referencia, Gliceraldehído 3-Fosfato Deshidrogenada (GAPDH), 18S 
ribosomico y β-Actina, para normalizar las variaciones de expresión producidas por las diferencias 
en la extracción de ARN y en la eficiencia de la PCR entre muestras. 
Estos genes fueron seleccionados por su expresión invariable entre tejidos y tratamientos. 
También se construyó la recta patrón de cada uno de los genes de referencia. 
 
2.5.6 Normalización de la medida de expresión 
 
Las medidas de expresión de cada uno de los genes fueron normalizadas en la aplicación 
de Microsoft Excel qBase Analyzer (Vandesompele et al., 2002). El programa emplea el modelo 
de cuantificación relativo delta-Ct con correcciones hechas a partir de la eficiencia de la PCR y la 
normalización a partir de múltiples genes de referencia.  
El Ct (Threshold Cycle) determina el menor número de ciclos necesarios para alcanzar un 
umbral en el que la señal de fluorescencia es recogida por primer vez con significación estadística. 
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3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Todas las variables dependientes fueron ajustadas a un modelo lineal con una única 
variable independiente referente a los distintos grupos de muestras: Carcinoma Inflamatorio 
Canino, Carcinomas distintos al Carcinoma Inflamatorio y tejido mamario sano. Se testaron cada 
una de las variables dependientes mediante NPAR1WAY para encontrar diferencias significativas 
entre los tres distintos grupos. El procedimiento NPAR1WAY efectúa análisis no paramétricos 
llevando a cabo el análisis de la varianza de los datos y estadísticos según la función de 
distribución empírica. Todos los datos fueron procesados utilizando el software SAS System for 
Windows V8. Para realizar las comparaciones estadísticas el nivel de significación se estableció en 
















































1 DIFFERENTIAL DISPLAY 
 
1.1 Resultados obtenidos mediante la técnica de Differential Display. 
 
La detección de la expresión diferencial de genes se llevó a cabo mediante la técnica 
Differential Display, obteniendo patrones transcripcionales distintos entre individuos de la 
especie canina con carcinoma inflamatorio, con carcinomas mamarios distintos al CI e individuos 
sanos. Después de repetir los experimentos en los que se observa variación entre los distintos 
tejidos, para confirmar que no son artefactos de la PCR ni amplificaciones inespecíficas, se 
encontraron un total de 38 bandas que presentaban diferencias en intensidad o presencia entre 
estos tres grupos. Se encontraron bandas presentes o que mostraban mayor intensidad en el CI 
que denominamos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 
30, 31, 32, 33, 34 y 35; y bandas presentes o con mayor intensidad en el tejido mamario sano 
denominadas 3, 10, 15, 17, 19, 36, 37 y 38 como queda reflejado en la Tabla VIII.1.1. Cada una de 
estas bandas fue obtenida de la misma o diferente combinación de cebadores poli-T y cebadores 
arbitrarios; y seleccionada y recuperada de los mismos o distintos geles de poliacrilamida mediante 
la técnica descrita en Material y Métodos. Los fragmentos presentaban tamaños diferentes que 
pudieron ser identificados gracias a un marcador de peso molecular cargado en el gel junto a las 
muestras (pBR322 DNA-Msp I Digest, BioLabs). 
 
Banda Tamaño Gel Combinación Cebadores Mayor expresión 
1 >500 pdb 17/10/2002 2-7 Carcinoma Inflamatorio 
2 >500 pdb 17/10/2002 2-7 Carcinoma Inflamatorio 
3 414 pdb 17/10/2002 4-6 Tejido mamario sano 
4 <180 pdb 17/10/2002 2-4 Carcinoma Inflamatorio 
5 180 pdb 17/10/2002 2-4 Carcinoma Inflamatorio 
6 180 pdb 17/10/2002 2-4 Carcinoma Inflamatorio 
7 242 pdb 25/10/2002 11-15 Carcinoma Inflamatorio 
8A 242 pdb 25/10/2002 4-8 Carcinoma Inflamatorio 
8B 242 pdb 25/10/2002 4-8 Carcinoma Inflamatorio 
9 180 pdb 25/10/2002 2-2 Carcinoma Inflamatorio 
10 307 pdb 7/10/2002 2-5 Tejido mamario sano 
11 307 pdb 7/10/2002 2-5 Carcinoma Inflamatorio 
12 >562 pdb 7/10/2002 11-5 Carcinoma Inflamatorio 
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13 242 pdb 7/10/2002 12-17 Carcinoma Inflamatorio 
14A 242 pdb 18/10/2002 4-8 Carcinoma Inflamatorio 
14B 242 pdb 18/10/2002 4-8 Carcinoma Inflamatorio 
15 414 pdb 18/10/2002 4-8 Tejido mamario sano 
16 200 pdb 18/10/2002 4-8 Carcinoma Inflamatorio 
17 >562 pdb 18/10/2002 10-12 Tejido mamario sano 
18 >562 pdb 10/10/2002 12-18 Carcinoma Inflamatorio 
19 >562 pdb 15/10/2002 11-15 Tejido mamario sano 
20 >562 pdb 10/10/2002 10-16 Carcinoma Inflamatorio 
21 >562 pdb 10/10/2002 10-16 Carcinoma Inflamatorio 
22 562-414 pdb 10/10/2002 10-16 Carcinoma Inflamatorio 
23 562-414 pdb 10/10/2002 10-16 Carcinoma Inflamatorio 
24 307-410 pdb 15/10/2002 11-15 Carcinoma Inflamatorio 
25 307-414 pdb 25/10/2005 11-15 Carcinoma Inflamatorio 
26 201 pdb 7/7/2006 4-9 Carcinoma Inflamatorio 
27 242-307 pdb 7/7/2006 4-16 Carcinoma Inflamatorio 
28 242-307 pdb 7/7/2006 4-17 Carcinoma Inflamatorio 
29 127-143 pdb 10/7/2006 5-3 Carcinoma Inflamatorio 
30 <143 pdb 5/7/2006 3-11 Carcinoma Inflamatorio 
31 217 pdb 21/7/2006 1-3 Carcinoma Inflamatorio 
32 >307 pdb 21/7/2006 1-4 Carcinoma Inflamatorio 
33 160-180 pdb 21/7/2006 1-4 Carcinoma Inflamatorio 
34 <201 pdb 20/7/2006 1-11 Carcinoma Inflamatorio 
35 147-169 pdb 20/7/2006 6-6 Carcinoma Inflamatorio 
36 190-201 pdb 20/7/2006 6-7 Tejido mamario sano 
37 160-180 pdb 20/7/2006 6-7 Tejido mamario sano 
38 242 pdb 20/7/2006 6-2 Tejido mamario sano 
 
Tabla VIII.1.1. Bandas con expresión diferencial entre los distintos grupos de animales: denominación y tamaño del 
fragmento, gel del cual fueron recuperadas y combinación de cebadores del cual se obtuvo el fragmento. 
 
Estas 38 bandas seleccionadas, reamplificadas y secuenciadas, fueron comparadas en bases 
de datos públicas para la identificación de los genes a los que se corresponden. Pero previamente 
a su selección y recuperación del gel de poliacrilamida, volvieron a ser separadas en geles de 
poliacrilamada bajo condiciones no desnaturalizantes para asegurarnos de que seleccionábamos 
solo una banda. Para ello se emplearon geles de poliacriamida compuestos por Acrilamida-




más de un fragmento que fueron reamplificados y secuenciados individualmente como banda 2 A 
y 2 B, banda 3 A y 3 B, banda 8 A y 8 B, banda 12 A, 12 B y 12 C, y banda 14 A y 14 B. Algunas 
bandas no pudieron ser secuenciadas por su escasa concentración en ADN, como es el caso de 
las  bandas 17, 27, 28 y 32. Por lo tanto fueron secuenciados 40 fragmentos. 
Para conocer a qué gen corresponden y las características de cada una de las secuencias 
obtenidas se emplearon las siguientes bases de datos presentes en la red: 
- NCBI (Nacional Centre of Biotecnólogy Information); http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
- TIGR (The Institute of Genomic Research); http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/ 
- UCSC Genome Bioinformatics (University of California Santa Cruz Genome 
Bioinformatics); http://genome.ucsc.edu/ 
 
Al haberse publicado en diciembre de 2005 la secuencia completa del genoma canino 
parcialmente anotada, se pudo en determinados casos encontrar la homología entre la secuencia 
de algunas bandas y la secuencia de algunos genes. En otros casos las secuencias se correspondían 
a parte de la secuencia de un cromosoma canino, a proteínas hipotéticas, a marcos de lectura 
abiertos y/o pequeños fragmentos de secuencias expresadas normalmente pertenecientes a un 
gen (EST). Durante la comparación de las bandas en las bases de datos se encontraron bandas 
que presentaban secuencias similares o iguales a otras, ya que corresponden al mismo gen, como 
los fragmentos 5 y 6, los fragmentos 8 (A y B) y 14 (A y B), y las bandas 20, 21, 22 y 23. Otros 
fragmentos no pudieron ser identificados mediante bases de datos debido a que presentaban una 
secuencia con muchas indeterminaciones, como las bandas 2 (A y B), 3 (A y B) y 12. Por lo tanto 









1 NW926128.1 Cfa38 NW876305.1 BU750390 Chr38:23657727-23692826 EBF-3 
4    Chr21:35468572-35475127  
5-6  Cfa18 W876266.1 DN422622 AJ537186  
7    KIAA00355 LOC9710 
8-14 NM206943.1 Cfa17 NW876263.1 TC66177 LTBP1 LTBP1 
9 NM001007157.1 Cfa14 NW876258.1 TC50209 PHF14 PHD finger protein 14 
10   TC46188 Chr4:61234442-61271922 SPINK5 
11 NT007933.14 Cfa14 NW876258.1  Chr14:58426939-58457595 CAV1 
13    Chr15:16852054-16910533  
15  Cfa3 NW876307.1 TC67921 Chr3:94476917-94489750  
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16  Cfa22 NW876274.1 DN349758 Chr22:3869229-3945937  
18 NM001001894.1 Cfa31 NW876295.1 TC77779 TRPDI TTC3 
19 NC001807.4 NC 002008.4 TC52322 AF172776 ATP6 
23 NM012433.2 Cfa37 NW876304.1 TC51898 SF3B1 SF3B1 





TC62119 C9orf78  
26   DN269603 Chr4:54483192-54539510  
29  Cfa1 NW876270.1 DN865255 Chr75192706-75224870  
31  Cfa27 NW876284.1 DN383129 Chr27:29258480-29285618  
33  Cfa28 NW876285.1 DN409026 Chr28:39487485-39611508  
34  Cfa27 NW876284.1 TC72284 BC007552  
35   CO689556 DSEL DSEL 
36  Cfa11 NW876253.1  Chr11:55793265-55844069  
37 XM532195.2 Cfa12 NW876254.1 DN877284 DN877284  
38  Cfa14 NW876258.1 DR107326 Chr14:44163918-44352814  
 
Tabla VIII.1.2. Bandas comparadas e identificadas en bases de datos. 
 
1.2 Validación de resultados mediante PCR a tiempo real 
 
Para validar los resultados obtenidos mediante Differential Display se utilizó la técnica de 
PCR a tiempo real ya que permite estudiar secuencias en un genoma ya conocido detectando 
diferencias de expresión entre dos muestras, discriminando entre secuencias casi idénticas de 
ARNm. Sin embargo no se pudieron diseñar cebadores apropiados para realizar esta técnica en 
las siguientes bandas: 4, 10, 13, 15, 26, 29, 30, 34, 35, 36 y 38. La expresión diferencial entre los 
distintos grupos de animales si fue analizada para el resto de la bandas: 1, 5-6, 7, 8-14, 9, 11, 16, 
18, 19, 23, 24, 25, 31, 33 y 37. 
Esta técnica se inició procesando las muestras o individuos por separado, es decir 
realizando retrotranscripciones a partir del ARN de cada muestra y PCR a tiempo real que 
incluían reacciones para cada uno de los animales. Posteriormente los resultados ya normalizados 
se valoraban entre los distintos grupos de muestras. Sin embargo dada la cantidad de genes 
candidatos cuya expresión diferencial era interesante analizar, comenzamos a utilizar mezclas o 
“pooles” de los distintos grupos de animales. Los resultados eran normalizados mediante la 
utilización de tres housekeepers y la aplicación de Microsoft Excel qBase Analyzer descrita en 




diferencias de expresión entre los distintos grupos se volvía a realizar el experimento con las 
muestras individualizadas para obtener una significación estadística. La utilización de pooles 
también nos permitía paliar los altos coeficientes de variación dentro del mismo grupo que 
habíamos observado en resultados previos. No obstante con el tiempo preferimos obtener 
también significación estadística a partir del análisis de expresión realizado con pooles, de manera 
que se crearon 4 pooles para cada uno de los grupos de animales. Estos pooles se procesaban 
mediante el mismo protocolo ya descrito. 
 
1.2.1 Banda 1 
 
La secuencia de la banda 1 se correspondía con parte de la secuencia del cromosoma 38 
canino. En la especie humana esta banda fue situada dentro de la región del cromosoma 1 ( Hsa 
1q23.3) donde se ubica el gen OLFML2B, también denominado Olfactomedin-like 2B. 
Los resultados obtenidos mediante pooles de ARNm correspondientes a los distintos 
grupos de animales después de su normalización y estandarización en la aplicación de Microsoft 
Excel qBase Analyzer fueron los siguientes: 
 
 Banda 1 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 0,70 
Tejido sano 0,74 
 
En los resultados obtenidos del análisis de expresión realizado mediante PCR a tiempo 
real de forma individual se obtuvo una mayor expresión de la banda en el carcinoma inflamatorio 
(p=0,05). 
 
1.2.2 Banda 5-6 
 
La secuencia de las bandas 5 y 6 no se correspondía con la secuencia de un gen 
completamente caracterizado, sin embargo si se correspondía en varias bases de datos con parte 
de varias secuencias expresadas (EST) en la especie canina. Una Expressed Sequence Tag o EST es 
una sub-secuencia corta dentro de una secuencia nucleotídica transcrita que se puede traducir o 
no (Adams et al., 1991). Las EST son generadas por la secuenciación de ARNm clonado. La 
secuencia resultante es un fragmento de aproximadamente 500 a 800 nucleótidos que representa 
una porción de gen que se expresa. En las bases de datos pueden aparecer como secuencias de 
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ADNc o como ARNm. Las ESTs pueden ser situadas en sus localizaciones cromosómicas 
mediante técnicas físicas de mapeo como los mapas híbridos de radiación o mediante técnicas de 
hibridación in situ por fluorescencia. 
En el caso de los fragmentos 5 y 6 se encontraron varias secuencias expresadas o EST 
cuyas secuencias eran similares a la secuencia de las bandas, como las denominadas AJ537186, 
DN422622, DN752171 o DN376901. Sin embargo todavía no hay información referente al gen al 
que podrían corresponder estas secuencias. 
En el análisis de expresión realizado mediante PCR a tiempo real (p=0,12) se observó una 
tendencia hacia una menor expresión de esta banda en el CI y sobre todo en tumores no CI.  
 
1.2.3 Banda 7 
 
La banda 7 se corresponde con la secuencia de una proteína hipotética identificada como 
LOC9710 en la especie humana. La secuencia aminoacídica de la proteína se ha ubicado en el 
cromosoma 1 mediante el software N-SCAN (Gross et al., 2006) 
En el análisis de expresión realizado mediante PCR a tiempo real se observó la inhibición 
de esta banda en el CI, aunque no se obtuvieron resultados significativos (p=0,38). 
 
1.2.4 Banda 8-14 
 
Las bandas 8 y 14 representaban la secuencia parcial del gen LTBP1 que codifica la 
proteína latente 1 asociada a TGF beta. Esta proteína de secreción extracelular interviene en la 
ruta metabólica del factor de crecimiento transformante beta (TGF beta). 
Los resultados obtenidos del análisis de expresión realizado mediante PCR a tiempo real 
de forma individual no muestran una diferencia de expresión entre los distintos grupos de 
animales (p=0,79). 
Los resultados obtenidos mediante pooles de ARNm fueron los siguientes: 
 
 Banda 8-14 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 0,95 






1.2.5 Banda 9 
 
Se identificó la secuencia de la banda 9 dentro del gen PHF14, encontrando en al análisis 
de expresión realizado mediante PCR a tiempo real de forma individual una menor expresión de 
la banda en el CI (p=0,04). 
El locus PHF14 codifica la proteína denominada PHD proteína 14. Se ha descrito que 
este gen se expresa en condiciones normales en gran cantidad. Parece que participa en procesos 
de regulación de la transcripción ADN independientes, sin embargo no se conocen las funciones 
de la proteína, aunque sí sus localizaciones citoplasmática, nuclear y extracelular. La proteína 
contiene el dominio PHD consistente en un motivo similar a los dedos de Zinc C4HC3 
encontrado en proteínas nucleares, que parece estar implicado en la regulación de la transcripción 
mediada por la cromatina. Además el dominio PHD parece actuar en las interacciones proteicas, 
estando involucrado en procesos de ubiquitinización y ensamblaje de complejos proteicos 
(Matthews et al., 2002).  
 
1.2.6 Banda 11 
 
La secuencia de la banda 11 forma parte del gen Caveolin 1 (CAV1) implicado en la 
progresión del ciclo celular. Su expresión diferencial medida entre los distintos grupos de 
muestras mediante PCR a tiempo real no mostró resultados estadísticamente significativos 
(p=0,13), pero se observaba sobre-expresión en el CI y en los carcinomas distintos del CI 
(CI=11,27; Carcinomas no CI=16,57; tejido mamario sano=8,83). Sin embargo los resultados del 
análisis de expresión realizado en los pooles de los distintos grupos de muestras mostraba 
inhibición en la expresión de la banda en el CI: 
 
 Banda 11 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 1,41 
Tejido sano 7,12 
 
1.2.7 Banda 16 
 
La secuencia de la banda 16 se ha identificado dentro del gen CG11164 caracterizado en 
la especie Drosophila melanogaster. Este gen aún no ha sido ubicado en la especie canina.  
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No se obtuvieron resultados significativos en el análisis de expresión realizado mediante 
PCR a tiempo real (p=0,25), aunque se encontró una tendencia hacia la sobre-expresión de esta 
banda en los carcinomas distintos del CI.  
 
1.2.8 Banda 18 
 
La banda 20 se corresponde a un dominio de repetición del tetratricopéptido TTC3. El 
gen TTC3 también denominado dominio de repetición del tetratricopéptido 3 se encuentra 
situado en el cromosoma 31 canino y en el locus 21q22.2 en el genoma humano, región 
denominada síndrome de Down región cromosómica 1 o DCR-1 ya que forma parte de la 
trisomía del cromosoma 21 en el Síndrome de Down y está asociada a varios caracteres que 
aparecen en el síndrome de Down como defectos craneofaciales y musculares (Debalar et al., 
1993). 
Se encontró menor expresión de esta banda en el CI mediante los ensayos realizados con 
PCR a tiempo real (p=0,04). 
 
1.2.9 Banda 19 
 
La banda 19 representaba la secuencia parcial del gen ATP6, también denominado ATP 
sintasa 6. La proteína ATP sintasa interviene en la formación de ATP. 
No se obtuvieron resultados significativos en el análisis de expresión realizado mediante 
PCR a tiempo real (p=0,28). Los resultados mostraban inhibición en la expresión de esta banda 
en tejidos CI. 
 
1.2.10 Banda 23 
 
La secuencia de la banda 23 se ha identificado dentro del gen SF3B1 que codifica la 
subunidad 1 del factor de splicing 3b. 
No se encontró una expresión diferencial de esta banda en los ensayos realizados 
mediante PCR a tiempo real (p=0,45), ni en los realizados mediante pooles de ARNm : 
 
 Banda 23 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 2,27 




1.2.11 Banda 24 
 
La banda 24 según las bases de datos consultadas se correspondía con la secuencia del gen 
HELTZ. Este gen es miembro de la superfamilia de las ARN helicasas que alteran la 
conformación del ARN desenrollando regiones de doble cadena. 
Los resultados del análisis de expresión individual mediante PCR a tiempo real no 
confirmaron la existencia de expresión diferente entre los distintos grupos de tejidos (p=0,29), 
pero los resultados del análisis de expresión por pooles al igual que los del análisis individual 
mostraban inhibición en la expresión de esta banda en el CI y en carcinomas no CI: 
 
 Banda 24 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 0,56 
Tejido sano 271,22 
 
1.2.12 Banda 25 
 
La secuencia de la banda 25 se identificó dentro del complejo locus C9orf78 que codifica 
en el cromosoma 9 humano el marco de lectura abierto 78. Este locus parece que codifica 
distintas proteínas sin secuencias solapantes. Sin embargo no se pudo confirmar su expresión 
diferencial mediante la técnica de PCR a tiempo real (p=0,82). 
 
1.2.13 Banda 31 
 
La secuencia de la banda 31 no se encontró en bases de datos formando parte de la 
secuencia codificante de ningún gen. Pero si se correspondía con parte de la secuencia del 
cromosoma 27 canino y compartía alguna homología con secuencias expresadas (EST) como: 
DN383129, DN317335, TC56094, TC63764 y DN428956. 
En el estudio de expresión realizado con 4 pooles diferentes dentro del mismo grupo de 
animales se encontró una expresión mayor de esta banda en los tumores distintos del CI y la 
inhibición de la expresión en el CI (p=0,006). Pero esta significación estadística no pudo 






1.2.14 Banda 33 
 
La secuencia de la banda 33 se correspondía con una secuencia expresada (EST) en la 
especie canina y con parte de la secuencia del cromosoma 28 canino.  
No encontrando en el análisis de expresión realizado mediante PCR a tiempo real de 
forma individual expresión diferencial de la banda (p=0,40), si se puede observar una tendencia a 
una mayor expresión en los carcinomas distintos del CI en los estudios por pooles: 
 
 Banda 33 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 9,18 
Tejido sano 1,62 
 
1.2.15 Banda 37 
 
La secuencia de la banda 37 se correspondía con la secuencia del gen CG32333-PA. 
No se pudo confirmar su expresión diferencial mediante la técnica de PCR a tiempo real 
de forma individual (p=0,30), a pesar de que en el análisis realizado mediante pooles se puede 
observar la inhibición de la expresión en el tejido CI y carcinomas no CI: 
 
 Banda 37 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 4,17 














Nº Banda Gen Función molecular Proceso Biológico Localización celular 
Banda 1 OLFML2B? 
actividad del receptor de 
latrotoxina? 
Desconocido 






DN752171 y  
DN376901 




Desconocida Desconocido Desconocida 
Banda 
8-14 
Proteína latente 1 
asociada a TGFbeta, 
TGF-beta1-BP-1 
Actividad receptora de TGF 
beta, asociación de TGF y de 
iones de calcio 






Unión de ADN 
Regulación de la transcripción, 
ADN dependiente 
Citoplasma y matriz 
extracelular 
Banda 11 Caveolín-1,CAV1 
Unión de subunidades de 
Integrinas a la tirosina quinasa 
FYN 
Progresión del ciclo celular y 
acoplamiento de integrinas a la 
ruta Ras-ERK 
Membranas caveolares e 
integrando la membrana 
plasmática 





proteínas y unión de iones de 
Zn 
Ubiquitinización de proteínas 
Complejo de ligamiento 
de ubiquitina 
Banda 19 
ATP sintetasa F0 
subunidad 6, ATP6 
Sintetasa de ATP Síntesis de ATP ADN Mitocondrial 
Banda 23 
Gen SF3B1, codifica la 
subunidad 1 del factor 
de splicing 3b 
Factor de splicing, unión a la 
cromatina. 
Spilicing nuclear del ARNm vía 
espliceosoma 
Espliceosoma, citoplasma, 
membrana y núcleo 
Banda 24 Gen HELTZ Actividad helicasa e hidrolasa Replicación del ADN Núcleo y mitocondrias 




TC56094, TC63764 y 
DN428956. 




Desconocida Desconocido Desconocida 
Banda 37 gen CG32333-PA Desconocida Desconocido Desconocida 
 
Tabla VIII.1.3. Bandas obtenidas mediante la técnica de Differential Display: gen al que corresponden, función 





2 GENES CANDIDATOS 
 
También se empleo la técnica de PCR a tiempo real en el estudio de expresión diferencial 
de genes candidatos funcionales, ya que permitía estudiar genes, en un genoma ya conocido, cuya 
actividad asociada a un proceso tumoral había sido previamente descrita.  
Al igual que en la validación de resultados de Differential Display esta técnica comenzó 
realizándose procesando las muestras o individuos por separado, aunque después de los primeros 
experimentos se optó por analizar pooles de los distintos grupos de muestras en primea instancia, 
que permiten extraer conclusiones más rápidas sobre la expresión en los diferentes tipos de 
muestras analizadas. 
Como genes candidatos se seleccionaron aquellos genes previamente relacionados con 
cánceres mamarios o implicados en rutas metabólicas importantes en el desarrollo del cáncer de 
mama tanto en la especie humana como canina. 
 
2.1 Genes implicados en rutas hormonales 
 
No están claros los mecanismos de actuación hormonal sobre la etiología y desarrollo del 
cáncer mamario, sin embargo si se sabe que en la glándula mamaria los estrógenos y andrógenos 
modulan el crecimiento y diferenciación de las células mamarias (Liao et al., 2002; Virrey et al., 
1998). Además distintos hallazgos concuerdan con la idea de que una alteración en el mecanismo 
normal de expresión de los receptores de estrógenos y de andrógenos podría producir un 
progresivo desarrollo tumoral, como el hecho de que los tumores que no presentan receptores de 
estrógenos α son los más agresivos e indiferenciados (Mc Guire et al., 1980; Nerurkar et al., 1987; 
Rooney et al., 1993).  
Algunos estudios previos de CI canino relativos a secreción y regulación de diferentes 
hormonas tanto en suero como en el propio tejido mamario, indican que existe un mecanismo 
endocrino especial en el desarrolllo del CI canino (Illera et al., 2003; Peña et al., 2003). Así se 
seleccionaron genes implicados en las rutas metabólicas de formación y metabolismo de 
andrógenos y estrógenos. 
 
2.1.1 Receptores de estrógenos 
 
Los genes ESR1 o receptor de estrógenos α y ESR2 o receptor de estrógenos β codifican 
los receptores de estrógenos que pertenecen a una superfamilia de receptores nucleares con 
función de factores de transcripción. 
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 Cuando estudiamos la expresión de ESR1 en el CI mediante técnicas de PCR a tiempo 
real no encontramos resultados concluyentes ya que la imagen de la curva de disociación o 
“melting” no era válida. Así la amplificación del fragmento esperado no fue satisfactoria aunque 
se intentó medir la expresión diseñando varios cebadores para este gen, con los mismos 
resultados para todos ellos.  
Se cuantificó la expresión del receptor de estrógenos β, a partir de muestras individuales, 
para los distintos dominios: dominio N-terminal con actividad en la regulación de la 
transcripción, dominio de unión al ADN y domino de unión a estrógenos o de unión a 
hormonas. No se obtuvieron datos significativos en la expresión diferencial: 
 
 Dominio N-terminal Dominio de unión al ADN Dominio de unión hormonal
P valor 0,25 0,37 0,36 
 
2.1.2 Receptor de andrógenos 
 
El receptor de andrógenos una vez activado gracias a la unión con la hormona se disocia 
en proteínas accesorias, migra hacia el núcleo y genera una estructura dimerizada, estimulando la 
transcripción de los genes de respuesta a andrógenos. 
RA presenta diferencias de expresión entre los distintos tejidos estudiados: encontrando 
menor expresión en el CI. Se cuantificó la expresión del RA a partir de muestras individuales para 
sus distintos dominios: dominio N-terminal con actividad en la regulación de la transcripción, 
dominio de unión al ADN y domino de unión a andrógenos o de unión a hormonas. Se 
obtuvieron datos significativos en la expresión de todos los dominios:  
 
 Dominio N-terminal Dominio de unión al ADN Dominio de unión hormonal




El complejo enzimático citocromo p450 aromatasa actúa como paso limitante en la 
producción de estrógenos, catalizando la conversión de andrógenos en estrógenos. 
La expresión del gen que codifica para la enzima aromatasa no parece diferenciarse entre 
los grupos de animales (p=0,55), a pesar de existir un tendencia de sobre-expresión para este gen 







La sulfatasa esteroidea cataliza la conversión de sulfato de estrona a estrona, y de 17β 
sulfato de estradiol en 17β-estradiol, es decir la conversión de estrógenos sulfatados en sus formas 
activas. 
Se encontró la inhibición de la expresión del gen que codifica para la sulfatasa esteroidea 




Este gen, también denominado SULT1E1, codifica una sulfotransferasa que cataliza la 
sulfatación de estrona y 17β-estradiol, lo que podría controlar los niveles de los receptores 
estrogénicos. 
Los niveles de expresión más altos los encontramos de forma significativa en los 
carcinomas distintos del carcinoma inflamatorio (p=0,02). 
 
2.1.6 17HSD1 y 17HSD2 
 
La enzimas 17β hidroxiesteroide-deshidrogenasas están implicadas en la regulación de 
esteroides. La enzima 17HSD tipo 1 cataliza la conversión de estrona en estradiol, mientras que la 
enzima 17HSD tipo 2 cataliza la oxidación de estradiol a estrona. 
En los resultados obtenidos mediante pooles de ARNm correspondientes a los distintos 
grupos de animales después de su normalización y estandarización en la aplicación de Microsoft 
Excel qBase Analyzer, no parecen observarse diferencias de expresión: 
 
 17HSD1 17HSD2
Carcinoma inflamatorio 1,05 1 
Carcinomas no CI 2,19 2,29 




La familia de enzimas denominadas sulfotransferasas (SULTs) catalizan la reacción de 
transferencia del grupo electrofílico sulfonato SO23, desde el cosustrato 30-fosfoadenisina 50-
fosfosulfato (PAPS) al sustrato nucleofílico aceptor  (Meloche et al., 2001). En general las enzimas 
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SULT1 son responsables de la sulfatación de pequeños sustratos fenólicos como el p-nitrofenol 
(PNP), a-naftol, acetaminofén y dopamina (Tsoi et al., 2001). 
Se encontró mediante PCR a tiempo real menor expresión de SULT1A1 en las muestras 
tumorales, fundamentalmente en las correspondientes al CI (p=0,02). 
 
2.1.8 Receptor de progesterona 
 
El gen del receptor de progesterona, miembro de una superfamilia de receptores 
esteroideos, media la acción de la progesterona. 
Para este gen se ha encontrado una “tendencia sugestiva” hacia la menor expresión en 
tumores mamarios caninos, tanto carcinomas distintos al CI, como en el CI frente a tejidos 
mamarios sanos, aunque sin significación estadística (p=0,07). 
 
2.2 Angiogénesis  
 
La proliferación de vasos de neoformación es un proceso necesario para el crecimiento 
tumoral. Los nuevos grupos de células neoformadas necesitan el aporte vascular para continuar su 
crecimiento (Casciato et al., 2001). Una de las características del carcinoma inflamatorio es su gran 
capacidad angiogénica (Jaiyesimi et al., 1992). 
Varias moléculas son necesarias para promover la angiogénesis en tejidos normales, entre 
ellas seleccionamos algunos genes de relevancia. 
 
2.2.1 Factor de crecimiento vascular-endotelial 
 
En tejidos sanos la molécula que principalmente controla la morfogénesis de los vasos 
sanguíneos es el factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF-A). VEGF-A forma parte de 
una familia de reguladores angiogénicos que incluye al factor de crecimiento de placenta (PIGF), 
VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D (Shibuya et al., 2006, Ferrara et al., 2003). VEGF-C y VEGF-D 
son importantes reguladores de la linfangiogénesis (Karkkainen et al, 2004, Baldwin et al, 2005). 
VEGFR2 y VEGFR3 actúan como receptores de los factores de crecimiento vascular endotelial. 
En los análisis de expresión realizados mediante pooles los resultados para estos genes 







 VEGF-B VEGF-C VEGF-D VEGFR2 
Carcinoma inflamatorio 1 1 31,98 1 
Carcinomas no CI 3,14 1,40 1 1,35 
Tejido mamario sano 7,19 1,28 3,28 15,50 
 
Con respecto a los resultados obtenidos en el estudio de las muestras individualizadas 
encontramos una expresión para el gen VEGF-A significativamente mayor en los carcinomas 
distintos al carcinoma inflamatorio  (p=0,02).  
Para el gen VEGF-D también se encontraron diferencias de expresión significativas pero 
a diferencia de los resultados encontrados mediante pooles se encontró una menor expresión en las 
muestras de tejido CI y carcinomas no CI. Para este gen fueron diseñados cebadores en dos 
regiones diferentes del mismo, observando resultados significativos en ambos casos: p=0,02 y 
p=0,008. 
En el análisis de VEGFR2 los resultados mostraban la inhibición de la expresión en el CI, 
pero sin significación estadística (p=0,19). Sin embargo para VEGFR3 si se encontró 
significación estadística, con una menor expresión del gen en el tejido CI (p=0,01). 
En los genes VEGF-B (p=0,20) y VEGF-C (p=0,34) no se encontraron diferencias 
significativas de expresión entre los distintos tejidos. 
 
2.2.2 Angiopoyetina 1 y Angiopoyetina 2 
 
Las angiopoyetinas son proteínas con importantes funciones en el desarrollo vascular y el 
proceso angiogénico. Todas las angiopoyetinas se unen con la misma afinidad al receptor de 
células endoteliales con actividad proteína quinasa específica (TIE2). Originalmente TIE2 fue 
descrito como el segundo miembro de la subfamilia RTK con expresión predominante en el 
endotelio embriológico (Dumont et al., 1992, Iwama et al., 1993, Maisonpierre et al., 1993). TIE1 y 
TIE2 comparten los mismos dominios con un dominio N-terminal de unión al ligando, un 
dominio transmembrana y un dominio tirosina quinasa. Se ha visto que TIE2 está altamente 
conservado entre las especies de mamíferos, lo que predice la importancia de su función biológica 







 ANGPT1 ANGPT2 TIE2 
Carcinoma inflamatorio 1 1 2,60 
Carcinomas no CI 4,32 1,10 1 
Tejido mamario sano 11,42 1,98 5,44 
 
No se midió la expresión relativa de forma individual en el gen ANGPT2 debido a los 
resultados obtenidos mediante pooles. 
La expresión de ANGPT1 no fue significativamente diferente entre los distintos grupos 
en el análisis de los individuos por separado (p=0,61). Sin embargo para el gen TIE2 si se 
encontraron diferencias significativas (p=0,03) que mostraban la inhibición de este gen en los 




CD34 es un antígeno de superficie celular selectivamente expresado en células 
progenitoras hematopoyéticas. Participa en rutas metabólicas de adhesión celular, linaje de células 
hematopoyéticas y señalización de IL 17. 
Se encontró mediante PCR a tiempo real menor expresión de CD34 en las muestras de 




Este gen también denominado XLKD1 ha sido asociado previamente al cáncer de mama. 
Codifica la proteína integral de membrana tipo 1 con actividad transportadora del ácido 
hialurónico. LIVE-1 es un receptor abundante en los vasos linfáticos de la especie humana y 
murina (Banerji et al., 1999, Prevo et al., 2001) y se suele emplear como marcador para la detección 
y caracterización de vasos linfáticos en las distintas neoplasias (Jackson et al., 2003). 
Los resultados del análisis realizados por pooles de muestras son los siguientes: 
 
 LIVE-1 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 2,79 





Al igual que en los resultados obtenidos en el análisis de los pooles, la mayor expresión del 
gen LIVE-1 se encontró en el análisis de las muestras individuales de tejido mamario sano, a 
continuación en los carcinomas distintos del carcinoma inflamatorio, mostrando las muestras CI 
una inhibición de su expresión, no obstante los resultados no fueron significativos (p=0,18). 
 
2.2.5 Factor de Von Willebrand 
 
La glicoproteína codificada por el gen VWF funciona como portador del factor 
antihemofílico y como mediador en el sistema de coagulación sanguíneo. El factor von 
Willebrand se sintetizada principalmente por las células endoteliales (Ruggeri et al., 1991, Girma et 
al., 1987) y juega un papel esencial en el proceso de hemostasis, mediando la adhesión de las 
plaquetas a las superficies subendoteliales donde se ha producido la lesión vascular y actuando 
como proteína portadora del factor VIII (Handin et al., 1989).  
Los datos del estudio de expresión diferencial obtenidos mediante el análisis de varianza 
de 4 pooles para cada uno de los grupos, arrojan diferencias de expresión entre los distintos 
fenotipos (p=0,02), siendo los carcinomas no CI el grupo con menor expresión, aunque también 
encontramos inhibición en la expresión en tejidos CI. Sin embargo aunque en el estudio de 
muestras individualizadas se mantiene la menor expresión de VWF en carcinomas no CI y CI, 
baja la significación estadística (p=0,09), manteniendo una tendencia sugestiva. 
 
2.3 Adhesión celular y transducción de señales 
 
Las moléculas de adhesión celular son proteínas complejas que se localizan en la 
membrana de la célula tumoral y realizan funciones de relación con otras células y con la matriz 
extracelular. Juegan un papel fundamental en determinados procesos biológicos pero también en 




Este gen participa en varias rutas metabólicas como la adhesión de moléculas celulares 
(CAMs), migración transendotelial leucocitaria, y en distintos procesos como la movilidad celular  
o la transducción de señales de la proteína Rho. También ha sido asociado con distintas 
patologías como la arterioesclerosis o el cáncer de mama y se ha utilizado marcaje de moléculas de 
adhesión fundamentales en angiogénesis, como PECAM, para el estudio de la angiogénesis 
intratumoral y correlacionarlo con el pronóstico (Fox et al., 1995). 
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Sin embargo no se encontró una expresión significativamente diferente de este gen 
comparando entre individuos con carcinoma inflamatorio, carcinomas no CI y tejido mamario 




ESAM participa en rutas de adhesión celular y en procesos de adhesión de células 
hemofílicas. La proteína posee funciones de unión proteica y se localiza en la membrana celular, 
mitocondrias, núcleo y en uniones adherentes y estrechas. La proteína codificada por este gen, 
llamada molécula de adhesión endotelial célula-selectiva (ESAM), es una glicoproteína 
transmembrana tipo I con dominios inmunoglobulina tipo V y C2. 
Los resultados del análisis de los individuos mostraban inhibición en la expresión del gen 




La proteína trombospondina codificada por este gen es una subunidad de una 
glicoproteína que media interacciones intercelulares y de la células con la matriz extracelular. Esta 
proteína juega papeles importantes en transporte de membrana y transducción de señales además 
de participar en la agregación plaquetaria, angiogénesis y tumorigénesis. La trombospondina 
(TSP-1) fue el primer inhibidor de la angiogénesis identificado. Es una glicoproteína trimérica de 
420 kDa que pertenece a una familia de proteínas que incluye también a TSP-2, TSP-3, TSP-4, y 
TSP-5. TPS-1 está presente en la matriz extracelular de la mayoría de tejidos normales y es 
producida por gran variedad de células como macrófagos, fibroblastos, y células endoteliales. 
En los carcinomas mamarios distintos del carcinoma inflamatorio THBS1 se expresaba 
más que en el resto de los grupos (p=0,05). También en el CI encontramos sobre-expresión de 




El gen CD47 codifica una proteína de membrana denominada proteína integrina asociada 
o CD47 que actúa como receptor del dominio carboxilo terminal de TSPs (Gao et al., 1996, 
Frazier et al., 1999, Brown et al., 2001). CD47 está involucrada en el incremento de la 
concentración de calcio intracelular que tiene lugar durante la adhesión celular de la matriz 




celular (Brown et al., 2001), y fuera de las funciones asociadas con la señalización integrina, CD47 
parece participar en otros aspectos de la regulación celular. 
Los resultados del análisis de expresión en pooles no muestran diferencias evidentes, por lo 
que no se ha procedido al análisis individual de las muestras: 
 
 CD47 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 1,08 




La proteína endoglina es una proteína homodimérica transmembrana altamente expresada 
en células endoteliales, componente del complejo TGF beta. 
No se observa expresión diferente de este gen entre los distintos grupos de muestras en 
los análisis de expresión realizados en pooles ni en los realizados en las muestras individuales 
(p=0,94): 
 
 Endoglina  
Carcinoma Inflamatorio 1,19 
Carcinomas no CI 1 




La glicoproteína fibronectina está codificada por el gen fibronectina 1 (FN1). La 
fibronectina es una glicoproteína de la matiz extracelular que contiene distintos sitios de unión 
para moléculas de la matriz, incluyendo el colágeno, heparina, fibrita, receptores integrinas, ADN 
y bacterias (Hynes et al., 1992). Gracias a estas interacciones la fibronectina realiza muchas 
funciones biológicas como el mantenimiento de la integridad de la matriz extracelular, uniones 
celulares, proliferación, migración y control de la morfología celular y de la diferenciación. 
Los resultados del análisis realizado en pooles muestran una expresión normal en CI a pesar 






Carcinoma Inflamatorio 3,53 
Carcinomas no CI 1 




Denominado cadherina 5 pertenece a una superfamilia localizada en la región del brazo 
largo del cromosoma 16 que está implicada en la pérdida de heterocigosis en cánceres mamarios y 
de próstata. La proteína codificada por este gen es una glicoproteína de adhesión intercelular 
calcio dependiente, compuesta por 5 repeticiones cadherina extracelulares, una región 
transmembrana y un tallo citoplasmático altamente conservado. Cadherina 5 proporciona a las 
células la capacidad de adherirse de forma homofílica, y también participa en la cohesión y 
organización de las uniones intercelulares endoteliales. 
CDH5 se expresa de forma similar en los distintos tejidos estudiados (p=0,96). El análisis 
de expresión se realizó mediante 4 pooles para cada uno de los grupos de animales. 
 
2.4 Invasión y metástasis 
 
A pesar de los avances en el diagnostico temprano, técnicas quirúrgicas, terapias 
adyuvantes o neoadyuvantes, la mayoría de los pacientes mueren como resultado de las 
metástasis, las cuales son resistentes a las terapias convencionales (Fidler et al., 1978). La 
capacidad de invasión de los tumores les permite penetrar en el interior de los vasos sanguíneos, 
linfáticos y cavidades corporales, lo que les permite diseminarse. El carcinoma inflamatorio está 
caracterizado por su rápida progresión y gran capacidad invasiva (Jaiyesimi et al., 1992). 
 
2.4.1 Metaloproteinasa de matriz 2 
 
Las proteínas de la familia de las metaloproteinasas de matriz están involucradas en 
procesos fisiológicos de degradación de la matriz extracelular, como en el desarrollo 
embriológico, en procesos reproductivos, y en remodelación tisular, y en procesos patológicos 
como artritis y metástasis. La metaloproteinasa de matriz 2 (MMP2) degrada el colágeno de tipo 




En el análisis de expresión realizado entre los distintos fenotipos no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas (p=0,16), aunque parece que este gen esta inhibido en el 
caso del CI (CI=9,40; carcinomas no CI= 10,83; Tejido mamario sano=15,66). 
 
2.5 Genes relacionados con la ruta del acido araquidónico 
 
Las enzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2 catalizan la formación de prostaglandinas a 
partir de ácido araquidónico, desempeñando un papel importante en distintos procesos 





No se encontró una expresión diferencial de la ciclooxigenasa 1 o prostaglandina-





En los resultados obtenidos del análisis de expresión realizado mediante PCR a tiempo 
real de forma individual se obtuvo una sobre-expresión clara de la ciclooxigenasa 2 en el 
carcinoma inflamatorio (p=0,004), lo que demuestra que su actividad está claramente relacionada 
con la progresión de los CI. 
 




Las familia FOS está formada por cuatro genes: FOS, FOSB, FOSL1 y FOSL2. Estos 
genes codifican proteínas que generan dimeros junto con proteínas de la familia JUN formando el 
factor de transcripción AP-1. Las proteínas FOS han sido implicadas en regulación de la 
proliferación celular, diferenciación y transformación. 
En los resultados que se obtuvieron del análisis de pooles se observa sobre-expresión del 





Carcinoma Inflamatorio 1,23 
Carcinomas no CI 5,38 




El gen JUN codifica una proteína similar a la proteína viral del sarcoma aviar e interactúa 
con secuencias diana específicas en el ADN regulando la expresión génica. 
No parece existir expresión diferencial de JUN en los análisis de expresión realizados en 
pooles:  
 JUN 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 1,58 




La proteína fosfatidilinositol 3-quinasa (PI 3-quinasa) es un heterodímero compuesto por 
dos subunidades: una subunidad reguladora de 85 kDa (p85) y una subunidad catalítica de 110 
kDa (p110) (Shepherd et al., 1998). 
El gen fosfatidilinositol 3-quinasa participa en procesos de apoptosis celular, ruta 
metabólica del receptor de células B, ruta del factor de crecimiento epitelial, y acciones 
metabólicas de la insulina. Además ha sido asociado al desarrollo de varias patologías como el 
cáncer de mama. 
Los resultados del análisis de expresión en pooles no muestran diferencias evidentes para el 
CI: 
 PIK3R1 
Carcinoma Inflamatorio 1,01 
Carcinomas no CI 2,20 










La proteína codificada por MYC es una fosfoproteína nuclear con actividades en la 
progresión del ciclo celular, apoptosis y transformación celular. MYC regula la transcripción de 
determinados genes. Se sabe que este gen tiene un papel clave en el control del ciclo celular 
activando la proliferación e inhibiendo la diferenciación. Regula positivamente los complejos 
ciclina-CDK que actúan en la fase G1 del ciclo celular (Caelles, 2000). 
 No se ha encontrado una mayor expresión de este gen para ninguno de los grupos de 
muestras (p=0,37). 
 
2.7 Genes asociados con cáncer de mama 
 
En los últimos años se han identificado diversos genes de susceptibilidad a desarrollar 




Este gen codifica un miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento 
epidérmico. Dentro de los genes codificantes para factores del crecimiento se han estudiado, 
relativos al cáncer mamario, los oncogenes erbB que es análogo del receptor para el factor de 
crecimiento epidérmico, y neu/erb-B2/HER-2/neu de la familia del receptor para el factor de 
crecimiento epidérmico. La amplificación y/o sobre-expresión de este gen ha sido documentada 
en numerosas neoplasias, entre ellas las de mama y ovarios. 
El análisis de expresión realizado en los pooles se muestra a continuación: 
 
 erbB-2 
Carcinoma Inflamatorio 1 
Carcinomas no CI 4,87 
Tejido sano 7,43 
 
Los resultados del análisis realizado con las muestras individualizadas muestran también la 







La proteína codificada por WISP3 pertenece a la subfamilia WISP dentro de la familia del 
factor de crecimiento del tejido conectivo (TCGF). El gen LIBC/WIPS3 está localizado en la 
región Hsa 6q22-q23 (región con frecuentes delecciones en tumores mamarios). Pertenece a la 
familia IGFBP que está implicada en la progresión cancerígena regulando el crecimiento celular, 
la invasión y angiogénesis (van Golen et al., 1999), además este gen parece que funciona como gen 
supresor de tumores en el tejido mamario y su pérdida de función contribuye al fenotipo 
proliferativo e invasivo (Kleer et al., 2002). Se ha encontrado sobre-expresión de este gen en 
cánceres de colon y carcinomas inflamatorios humanos. Además mutaciones en WISP3 se han 
asociado a diferentes patologías como la displasia pseudoreumatoide progresiva. 
 El análisis de expresión no arroja resultados significativos ni para el estudio de pooles 




El gen inhibidor de las ciclinas dependientes de kinasas codifica un inhibidor de la 
actividad de los complejos ciclin-CDK2 y/o ciclin-CDK4 regulando la progresión del ciclo celular 
en la fase G1. 
En el estudio de expresión realizado de CDKN1A con 4 pooles diferentes dentro del 














































1 GENES OBTENIDOS MEDIANTE LA TÉCNICA DE 
DIFFERENTIAL DISPLAY 
 
1.1 Bandas Differential Display 
 
Las diferencias de expresión encontradas entre los distintos grupos de muestras para las 
bandas obtenidas mediante la técnica de Differential Display se confirmaron mediante la técnica 
de PCR a tiempo real. En algunos casos los datos obtenidos mediante PCR a tiempo real sugerían 
distinta expresión entre los fenotipos (la media para cada grupo de muestras ofrecía diferencias 
evidentes), y sin embargo no generaban diferencias significativas.  
Cuando se comenzó estudiar la expresión del CI se eligió la técnica de Differential Display 
porque en conjunto cumplía una serie de requisitos que consideramos necesarios, como el bajo 
requerimiento de ARN de partida, la capacidad de detección de gran cantidad de genes no 
asociados previamente al cáncer mamario ni concretamente al CI, y fundamentalmente porque es 
un sistema abierto, ya que en el año 2003 todavía no se había publicado la secuencia completa del 
genoma canino. Por ello aunque no se hayan confirmado algunos de los resultados obtenidos 
mediante esta técnica, los genes encontrados con diferencias claras en su expresión aportan 
nuevas rutas metabólicas a tener en cuenta en el desarrollo del CI. 
Los resultados obtenidos se han clasificado en función de los resultados obtenidos en los 
análisis de expresión de la siguiente manera: 
9 Primero aquellas bandas cuya expresión diferente fue confirmada mediante PCR a 
tiempo real. 
9 A continuación los resultados de expresión diferente entre los grupos de muestras no 
confirmados estadísticamente. 
9 Por último otros resultados. 
 
1.1.1 Banda 1 
 
La secuencia que hemos llamado banda 1, encontrada mediante la técnica de Differential 
Display y estudiada mediante PCR a tiempo real, mostraba una mayor expresión en el CI 
(p=0,05).  
No se encontró en bases de datos caninas ningún gen que se correspondiera con su 
secuencia, pero sí con parte de la secuencia del cromosoma 38 canino.  
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En la especie humana esta banda fue situada dentro de la región del cromosoma 1 (Hsa 
1q23.3) donde se ubica el gen denominado Olfactomedin-like 2B (OLFML2B). La función in vivo 
del gen OLFML2B es hasta el momento desconocida, no habiéndose asignado al gen ningún 
fenotipo en particular, aunque si se han descrito 4 variantes de splicing del ARNm y se piensa que 
las proteínas pueden tener función molecular, actividad del receptor de latrotoxina, y se 
localizarían en varios compartimentos (citoplasma, extracelular y membrana). La secuencia de la 
banda 1, sin embargo, no se localiza en la región codificante de este gen. En el genoma canino, 
aunque más alejados de la secuencia correspondiente con la banda 1 y en el otro sentido, 
podemos encontrar los genes ATF6 o factor de transcripción activante 6, y NOS1AP o proteína 
adaptadora (neuronal) de la oxido nítrico sintetasa 1 (Figura IX.1.1). 
 
      Figura IX.1.1. Región cromosómica Hsa 1q23.3 que incluye a la banda 1. 
 
 En la base de datos TIGR se encontró homología, aunque escasa, de la banda 1 con el 
factor de transcripción murino COE-3 o factor temprano de células B3. 
Para obtener más información y buscando posibles mutaciones causantes de la diferencia 
de expresión observada en la banda 1, se compararon las secuencias correspondientes con banda 
1 de las distintas muestras del estudio, y se observó en algunos individuos una delección de 9 
nucleótidos en su secuencia. Esta delección no pudo ser asociada a ninguno de los grupos 
establecidos, pero todos los datos sobre esta secuencia sugieren la realización de más estudios que 




1.1.2 Bandas 9 y 18 (PHF14 y Tetratricopéptido TTC3 ) 
 
En los análisis de expresión realizados mediante la técnica de PCR a tiempo real se 
encontró inhibida la expresión de PHF14 (p=0,04) y TTC3 (p=0,04) en el tejido CI.  
El locus PHF14 codifica la proteína denominada PHD proteína 14, que parece participar 
en procesos de regulación de la transcripción ADN independientes e interacciones proteicas, 
como el proceso de ubiquitinización y ensamblaje de complejos proteicos (Matthews et al., 2002). 
 La proteína codificada por el gen TTC3 contiene el motivo tetratricopéptido (TPR) 
(Figura IX.1.3) encontrado en proteínas involucradas en la regulación de la síntesis de ARN y en 
procesos de mitosis (Goebl et al., 1991; Lamb et al., 1995). TPR también media procesos de 
interacción entre proteínas y ensamblaje de complejos proteicos (Groves et al., 1999). 
El motivo TPR está formado por 316 repeticiones en tandem de 34 residuos 
aminoacídicos, aunque pueden encontrarse motivos TPR individuales dispersos por la secuencia 
de la proteína. Este dominio ha sido identificado en diferentes organismos, desde bacterias al 
hombre, y en diferentes localizaciones subcelulares como el núcleo, el citoplasma celular o las 
mitocondrias. Las proteínas que contienen el motivo TPR están implicadas en gran variedad de 
procesos como la regulación del ciclo celular, control transcripcional, inhibición de las proteínas 
quinasas, transporte mitocondrial y perosixomal, neurogénesis y plegamiento de proteínas (Goebl 
et al., 1991). Sin embargo se desconoce en que proceso biológico participa la proteína codificada 
por TTC3 y la localización celular o extracelular de la misma, pudiendo formar parte de un 
complejo macromolecular situado en distintas localizaciones dentro de la célula.  
 
 
Figura IX.1.2. Dominio TPR 
 
TTC3 también contiene el dominio denominado zinc-finger RING-type.  RING-finger es 
un tipo especial de Zinc-finger formado por 40-60 residuos unidos a dos átomos de zinc. El 
dominio RING es un dominio de interacción proteico que media gran variedad de procesos 
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biológicos, entre ellos la actividad de la proteína ligasa ubiquitina E3 que es intrínseca al dominio 
RING. Las proteínas ligasas ubiquitinas (E3s) determinan el sustrato específico que será marcado 
para su posterior degradación dentro del sistema ubiquitina-proteosoma.  
El sistema ubiquitina-proteosoma media la degradación de proteínas. Este proceso se 
conoce como proteolisis. Varias moléculas de ubiquitina se anclan a la proteína a eliminar y esta 
se mueve hacia el proteosoma, estructura donde se lleva a cabo el proceso de la proteolisis. La 
ubiquitina puede marcar incluso proteínas de la membrana celular, por ejemplo receptores, para 
que sean eliminadas de la membrana. 
En el caso de que los productos de los genes PHF14 y TTC3 interviniesen en procesos de 
ubiquitinización de proteínas nuestros resultados soportarían la hipótesis de un mejor 
funcionamiento del proceso de proteolisis en el tejido sano, ya que en el CI, por la menor 
expresión de PHD14 y TTC3, disminuiría la degradación de proteínas mediada por el sistema 
ubiquitina-proteosoma. 
 
1.1.3 Banda 11 (CAV1) 
 
La secuencia de la banda 11 se ha localizado en la región cromosómica Hsa 7q31.1 y Cfa 
14. En esta región se encuentra el gen Caveolin 1 (CAV1). CAV1 se encuentra expresado en 
numerosos tipos celulares como fibroblastos, adipocitos, células musculares lisas, células 
endoteliales y células epiteliales (Razani et al., 2001). 
La proteína codificada por el gen CAV1 es el principal componente estructural de las 
caveolas (Glenney and Zokas, 1989; Rothberg et al., 1992; Scherer et al., 1996). Las caveolas se 
encuentran en la membrana plasmática y tiene actividades en el tráfico vesicular de proteínas y de 
colesterol, y la transducción de señales (Galbiati et al., 2001). La proteína Caveolina 1 es una 
proteína integral de membrana con 21-24 kDa, descrita como el sustrato principal de v-Src 
tirosina quinasa en fibroblastos transformados por el virus del sarcoma de Rous, sugiriendo que 
caveolina 1 podría ser diana de modificaciones e inactivaciones llevadas a cabo por oncogenes 
activados (Glenney et al.,1989).  
Tanto caveolina 1 como las caveolas participan en la regulación de la homeostasis 
intracelular de lípidos. Caveolina 1 se asocia a gotas lipídicas, siendo un componente clave en el 
equilibrio de colesterol intracelular y en el transporte de lípidos en los fibroblastos (Pol et al., 
2001). Se ha sugerido que las carencias de caveolina 1 pueden estar asociadas a la acumulación de 
colesterol en el retículo endoplásmico (Frank et al., 2006). 
Además se ha visto que la proteína caveolina 1 une subnidades de integrina a la tirosina 
quinasa FYN, dentro de los pasos iniciales de la ruta Ras-ERK, promoviendo la progresión del 
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ciclo celular. CAV1 se ha propuesto como gen supresor de tumores y regulador negativo de la 
cascada Ras-p42/44 MAP quinasa (Engelman et al., 1998). 
 Sager et al. fueron los primeros en sugerir el papel de CAV1 en el cáncer de mama. 
Utilizando técnicas de Differential Display y de hibridación identificaron 26 “genes candidatos 
supresores de tumores”, es decir genes cuyo ARNm se encontraba en menor cantidad en células 
derivadas de adenocarcinomas mamarios humanos (Sager et al., 1994). De los 26 genes uno se 
correspondía con CAV1. Además observaron que la expresión de CAV1 se encontraba reducida 
o totalmente inhibida en varias líneas celulares epiteliales mamarias humanas transformadas (MT-
1, MCF-7, ZR-75-1, T47D, MDAMB-361, yMDA-MB-474). Y, sin embargo, ARNm de CAV1 y 
la proteína caveolina 1 se expresaban abundantemente en células epiteliales mamarias humanas 
normales (Sager et al., 1994; Engelman et al., 1998; Engelman et al., 1999; Zhang et al., 2000; Park 
et al., 2001). 
 Existen otras evidencias que apoyan la idea de que el gen CAV1 funciona como supresor 
tumoral en la glándula mamaria. Lee et al. mostraron que la expresión recombinante de CAV1 en 
la línea celular derivada de cáncer mamario humano T-47D inducía una reducción del 50% de la 
proliferación celular (Lee et al., 1998). También se ha demostrado que la expresión de CAV1 
disminuye el potencial  metastásico de la línea celular tumoral mamaria MTLn3 (Zhang et al., 
2000). 
 El locus donde se encuentra situado CAV1 dentro del genoma humano 7q31.1 es un 
“punto caliente” de deleciones en gran variedad de tumores de células epiteliales, incluidos 
tumores mamarios (Shridhar et al., 1997; Jenkins et al., 1998; Engelman et al., 1998; Engelman et 
al., 1999). Además CAV1 en esta región se localiza adyacente al marcador de pérdida de 
heterocigosis D7S522 (Engelman et al., 1999). 
 En contra de estos estudios Van den Eyden et al. encontraron un aumento significativo en 
la expresión de caveolin 1, tanto en su ARNm como en la proteína, en tejidos CI humanos y 
líneas celulares derivadas de CI, comparados con muestras no CI. Encontraron CAV1 1,7 veces 
más expresado (p=0,02), a pesar de que no todas las muestras lo expresan (41,4%) frente a los no 
CI (solo un 15,6% lo expresa). También observaron la hipometilación de la región promotora de 
CAV1 en la línea celular SUM149 derivada de CI humano (Van den Eynden et al., 2006). Además 
se ha observado que tanto la pérdida como la sobre-expresión de CAV1 son marcadores de 
progresión en variedad de tumores. Y se ha sugerido el papel de CAV1 como promotor de 
procesos de migración celular y metástasis (van Golen et al., 2006). 
  En nuestros análisis se observaba sobre-expresión de la banda 11 en el CI y en los 
carcinomas distintos del CI (CI=11,27; Carcinomas no CI=16,57; tejido mamario sano=8,83), 
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aunque las diferencias no sean estadísticamente significativas (p=0,13) debido al rango de 
variación de la expresión de la secuencia correspondiente al gen dentro del grupo CI. 
Curiosamente, se ha observado que dentro de la muestras CI aquellas con mayor expresión de la 
banda 11 habían sido diagnosticadas histológicamente como carcinomas ricos en lípidos. El 
hecho de que una proporción de CI caninos han sido descritos histológicamente como 
carcinomas ricos en lípidos, ya que presentan una gran cantidad de gotas lipídicas (Peña et al., 
2003), junto con la observación de que carencias de caveolina 1 pueden estar asociadas a la 
acumulación de colesterol (Frank et al., 2006), y que la mayor expresión de la banda la hayamos 
encontrado en los CI ricos en lípidos, nos hace pensar que CAV1 puede estar participando en la 
presentación de estas gotas lipídicas características de algunos CI caninos, mediando el tráfico 
vesicular de colesterol u otros lípidos, como distintas hormonas (Sánchez-Archidona et al., 2007). 
 
1.1.4 Otras bandas 
 
Dentro de los resultados obtenidos en el análisis realizado por PCR a tiempo real se 
encontraron datos que sugerían la expresión diferente entre los grupos de muestras pero sin 
significación estadística, además de otros datos que no confirmaban los resultados obtenidos 
mediante Disfferential Display. Esto podría deberse a los altos coeficientes de variación dentro 
del mismo grupo que observamos y que tratamos de paliar mediante la utilización de pooles. Las 
variaciones de expresión para un gen en el tejido CI, que arrojan coeficientes de variación 
elevados podrían deberse a su vez a la heterogeneidad encontrada histológicamente en esta forma 
de presentación tumoral. El CI se diagnostica, como se ha comentado previamente, clínicamente 
basándose en la presentación de la sintomatología característica del CI o histopatológicamente 
mediante biopsia de la piel afectada que nos permite observar la invasión de los capilares 
linfáticos por parte del tumor (Brooks et al., 1998; Meloni et al., 1999). Sin embargo no existe un 
tipo histológico específico en el CI canino (Pérez-Alenza et al., 2001). Además estudios realizados 
por Lerebours et al. en el CI humano subdividen distintas muestras de CI según la expresión de 
varios genes (VEGF-A, IL8, MYCN, SHH y EREG) que asocian a mejor o peor pronóstico 
(Lerebours et al., 2003; Bieche et al., 2004; Lerebours et al., 2008). En nuestro estudio la 
clasificación de las muestras no tuvo en cuenta la variedad en cuanto a presentación primaria o 
secundaria, patrones histológicos distintos de invasión tumoral de la piel, diferentes diagnósticos 
histopatológicos o pronóstico, existentes dentro del CI. La razón de que las muestras de CI 
canino no se subdividieran fue el número reducido de muestras de que disponíamos (11 muestras 
de CI canino espontáneo) debido a su baja incidencia. 
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Además, salvo algunos procesos hematopoyéticos, linfoproliferativos y tumores infantiles 
de células pequeñas, no hay alteraciones moleculares específicas de un determinado tumor, es 
decir que existen pocos tumores con alteraciones constantes y/o patognomónicas. Dentro del 
gran número de alteraciones moleculares que pueden conllevar ventaja de crecimiento celular, los 
múltiples agentes carcinógenos (químicos, víricos y radiaciones) pueden activar indistintamente a 
varios genes, y lo que finalmente lleva al desarrollo tumoral es la acumulación complementaria de 
varias alteraciones oncogénicas que contrarresten los controles fisiológicos de proliferación 
celular y los diversos factores mesenquimales e inmunológicos (Ramón y Cajal, 2000). 
Otro factor que podría estar influyendo en la heterogeneidad de las muestras, y por lo 
tanto en los altos coeficientes de variación, es la variedad de células (células epiteliales, 
conectivas...) que encontramos en las muestras de tejidos mamarios (sanos y tumorales) a partir 
de las cuales se realiza la extracción de ARN total. La utilización de técnicas de micro-disección 
con captura por láser permitiría recoger de la muestra solo aquellas células que se quisieran 







Figura IX.1.3. Selección celular mediante la técnica de micro-disección por captura láser. 
 
Pero esta técnica no pudo ser realizada debido al conservante en el cual se habían 
mantenido las muestras desde un principio, RNAlater (SIGMA), que impedía la realización de 
parte de la metodología previa de la técnica de de micro-disección con captura por láser.  
Por lo tanto, las condiciones de análisis de las muestras no han sido seguramente las 
mejores y se está trabajando ahora mismo en desarrollar líneas celulares y un biomodelo del CI 
canino y humano que permitirán en un futuro próximo confirmar los genes que han aparecido 
con una expresión diferencial e identificar otros que son claves en el desarrollo de esta 








2 GENES CANDIDATOS 
 
2.1 Genes implicados en rutas hormonales 
 
La formación de hormonas sexuales en tejidos periféricos, como las glándulas mamarias, 
está bien documentada en la especie humana (Blankenstein et al., 1999; Maggiolini et al., 2001). La 
dependencia hormonal del cáncer mamario ha sido muy estudiada (Illera et al., 2003), encontrando 
relación entre las secreciones hormonales de tejido mamario tumoral y sano, y el desarrollo de 
tumores mamarios (Vermeulen et al., 1986; Blankenstein et al., 1999; Maggiolini et al.,  2001; Liao 
et al., 2002). Los mecanismos de actuación hormonal sobre la etiología y desarrollo del cáncer 
mamario no están claros, pero si se sabe que en la glándula mamaria los estrógenos y andrógenos 
modulan el crecimiento y diferenciación de las células mamarias (Birrell et al., 1998; Liao et al., 
2002).  
Estudios previos de CI canino relativos a secreción y regulación de diferentes hormonas 
tanto en suero como en el propio tejido mamario, indican que existe un mecanismo endocrino 
especial en el desarrolllo del CI canino (Illera et al., 2003; Peña et al., 2003), además se han 
encontrado evidencias histopatológicas de la secreción de lípidos por las células del CI (Peña et al., 
2003). En estos estudios observaron cantidades hormonales mayores de androstenediona, 
dihidroepiandrosterona, testosterona, progesterona, sulfato de estrona y 17β-estradiol en 
homogeneizados de tejido mamario CI, respecto a mamas normales, tumores benignos y tumores 
malignos no CI (Peña et al., 2003; Illera et al., 2003; Sánchez-Archidona et al., 2007). Todos los 
niveles séricos de estas hormonas estudiadas están significativamente elevados en el CI, excepto el 
17β-estradiol que, a pesar de los altos niveles encontrados en el tejido tumoral del CI, se 
encuentran significativamente disminuidos (Peña et al., 2003). Parece que una gran proporción de 
las hormonas esteroideas encontradas en el tejido mamario del CI han sido producidas in situ 
(Peña et al., 2003) y ejercerán su función de manera autocrina o paracrina (Maggiolini et al., 2001). 
Sin embargo, la actuación local del exceso estrogénico no parece estar mediada por el receptor de 
estrógenos α (REα) ya que todos los CI analizados mediante técnicas inmunohistoquímicas 
fueron negativos a RE α (Peña et al., 2003), y su expresión medida mediante PCR a tiempo real no 
ofreció datos concluyentes de expresión (Sánchez-Archidona et al., 2007). En nuestros estudios de 
expresión del gen del REα no encontramos una amplificación clara. 
Estudios previos han determinado, mediante técnicas de PCR a tiempo real, la sobre-
expresión del RE β en tumores con pronóstico desfavorable, como aquellos que no responden al 
tratamiento con Tamoxifeno (Iwao et al., 2000). Sin embargo otros estudios de detección de RE β 
con RT-PCR hablan de su menor expresión en tumores respecto a tejido mamario sano (Speirs et 
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al., 1999). En nuestro caso no se ha encontrado expresión diferencial de RE β entre los distintos 
tejidos caninos analizados, es decir entre carcinomas inflamatorios, carcinomas no CI y tejido 
mamario sano.  
En el caso de la progesterona, se han encontrado en la especie canina receptores para 
progesterona en el 50% de los tumores malignos y en el 70% de los tumores benignos y en el 
tejido glandular mamario normal (Corrada et al., 2001), disminuyendo a medida que el tumor se 
maligniza. El CI humano posee un número menor de receptores de progesterona que otros tipos 
de cánceres de mama (De Larue et al., 1981; Harvey et al., 1982; Kokal et al., 1985; Paradiso et al., 
1989; Koh et al., 1990; Maloisel et al., 1990). Incluso hay una menor expresión citosólica del 
receptor de estrógenos α y de progesterona en el CI con respecto a otros tumores localmente 
avanzados (Paradiso et al., 1989).  
En carcinomas inflamatorios mamarios humanos metastáticos la proporción de casos 
positivos a la expresión inmunohistoquímica del RE α es menor, encontrándose el receptor de 
progesterona más expresado que el receptor estrogénico (8,7% RE positivos y 17,4% RP 
positivos) (Atlan et al., 1995). Al igual que la detección inmunohistoquímica en el CI canino en la 
que los CI estudiados son negativos a la detección inmunohistoquímica de receptores de 
estrógenos α y positivos de un 55,5% a un 71,4% ante la detección de receptores de progesterona 
(Pérez-Alenza et al., 2001; Peña et al., 2003).  
En la especie humana neoplasias RE positivas o RE y RP positivas responden al 
tratamiento endocrino, pero los tumores que carecen de tales receptores no (Mc Guire et al., 
1980; Nerurkar et al., 1987; Rooney et al., 1993). También la ausencia de receptores de 
progesterona ha sido correlacionada con un menor intervalo libre de enfermedad y una menor 
supervivencia total en pacientes con cánceres mamarios. Todo esto parece indicar que la 
disminución en la expresión del RP está relacionada con malignidad tumoral y confieren un peor 
pronóstico al tumor mamario. En el CI canino la expresión del receptor de progesterona se ha 
asociado a la presentación secundaria de la enfermedad, mientras que la ausencia de PR se 
relaciona con la existencia de metástasis pulmonares (Peña et al., 2003). Mediante los análisis de 
PCR a tiempo real hemos encontrado una menor expresión del gen del RP en tumores mamarios 
caninos, tanto carcinomas distintos al CI, como en el CI frente a tejidos mamarios sanos  
(p=0,07). 
Los modelos animales como los ratones inmunodeficientes xenotransplantados MARY-X 
y WIBC-9 son RP negativos (Alpaugh et al., 1999; Shirakawa et al., 2001). Sin embargo Alpaugh et 
al. demostraron que solo la carencia de RE y RP, y la presencia de p53 no conducen al desarrollo 
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del carcinoma inflamatorio mamario comparando MARY-X con los ratones xenotransplantados 
no-CI MDA-MB-231 y MDA-MB-468. 
En el estudio de expresión realizado sobre RA se ha encontrado menor expresión de este 
receptor en muestras CI respecto al tejido mamario sano y carcinomas no CI, en contraposición 
con otros trabajos en los que se observa una mayor expresión inmunohistoquímica del RA en el 
CI canino respecto a glándulas mamarias no patológicas y otros tumores mamarios (Illera et al., 
2003). La expresión inmunohistoquímica en la especie humana del RA ofrece resultados 
contradictorios respecto al porcentaje de expresión, relación con el tipo histológico, pronóstico y 
correlación con otros receptores esteroideos (Illera et al, 2003). Y no está claro el mecanismo por 
el cual los andrógenos ejercen su acción en la glándula mamaria, pudiendo realizarse de manera 
directa sobre el RA, o de forma indirecta mediante su conversión en estradiol (Maggiolini et al., 
1999). 
Nuestros resultados apuntan a la activación de esta última ruta metabólica en el carcinoma 
inflamatorio canino, por dos razones:  
¾ las grandes cantidades de andrógenos (Dihidroepiandrosterona, Androstenediona y 
Testosterona) encontradas en el carcinoma inflamatorio canino en comparación con otros 
tumores mamarios no CI (Sánchez-Archidona et al., 2007) que parecen proceder de una 
síntesis local (Illera et al., 2003; Peña et al., 2003). 
¾ la expresión significativamente más baja de todos los dominios de RA (p>0,01) en las 
muestras procedentes de CI canino encontradas en nuestros análisis. 
 
Estos dos resultados indicarían que las grandes cantidades de andrógenos encontradas en 
el tejido afectado de CI canino son proporcionalmente superiores al receptor de andrógenos que 
podría mediar su acción, de manera que o bien son redirigidos al torrente sanguíneo, o son 
utilizados en el tejido mamario por otra ruta mediante su conversión en estrógenos. De esta 
manera no parece que el RA medie solo el efecto androgénico.  
La conversión de andrógenos en estrógenos esta mediada por la acción de la enzima 
aromatasa, que según nuestros resultados se encuentra expresada en el CI como en el resto de 
tejidos mamarios analizados. Zhou et al. encontraron que los andrógenos cuya acción era mediada 
por el RA en el tejido mamario tenían acciones antiproliferativas (Zhou et al., 2000). 
En estudios realizados en la especie humana (Edery et al., 1981) y canina (Sánchez-
Archidona et al., 2007) han encontrado mayores cantidades de estrógenos sulfatados (estrona 
sulfato) en tejidos mamarios neoplásicos con respecto a tejidos mamarios sanos. También se han 
encontrado concentraciones mayores de este esteroide en tejidos mamarios con cáncer de mama 
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que en plasma de pacientes postmenopáusicas (Pasqualini et al., 1996). Se ha demostrado que la 
estrona sulfato juega un papel esencial en la regulación de procesos fisiológicos y patológicos 
(Pasqualini et al., 1989). La gran concentración (Horbkirk et al., 1993) y vida media de la estrona 
sulfato (Utsumi et al., 1999) comparada con el estradiol (Thijssen et al., 1987), podría indicar que 
esta hormona actúa como reservorio para la formación de estrógenos biológicamente activos en 
el tejido mamario (Pasqualini et al., 1986). Determinaciones cuantitativas realizadas en tejido 
mamario neoplásico indican que la conversión de estrona sulfato en estradiol vía estrona 
sulfotransferasa (EST) es de 40 a 500 superior que la conversión de andrógenos en estradiol vía 
aromatasa (Pasqualini et al., 1996). 
La sulfatasa esteroidea cataliza la conversión de sulfato de estrona a estrona, y de 17β 
sulfato de estradiol en 17β-estradiol, es decir la conversión de estrógenos sulfatados en sus formas 
activas, mientras que la enzima estrona sulfotransferasa cataliza la sulfatación de estrona y 17β-
estradiol. 
En los análisis de expresión realizados se encontró menor expresión del gen que codifica 
la sulfatasa esteroidea en tejido afectado por el CI (p=0,01), lo que puede sugerir una menor 
conversión de estrógenos sulfatados en sus formas activas (estrona y 17β-estradiol). Y en el caso 
de la estrona sulfotransferasanuestros resultados muestran una mayor expresión de la estrona 
sulfotransferasaen los carcinomas no CI (p=0,02), siendo las muestras de carcinoma inflamatorio 
mamario canino las que presentan las cantidades menores esta enzima. 
También se midieron las enzimas 17β hidroxiesteroide-deshidrogenasas, 17HSD tipo 1 y 
17HSD tipo 2 que están implicadas en la regulación de esteroides: la enzima 17HSD tipo 1 
cataliza la conversión de estrona en estradiol, y la enzima 17HSD tipo 2 cataliza la oxidación de 
estradiol a estrona. En los resultados obtenidos mediante pooles de ARNm correspondientes a los 



















Figura IX.2.1. Ruta metabólica de la biosíntesis y el metabolismo de los estrógenos. 
 
Como conclusión todas estas hormonas mencionadas podrían estar depositándose en 
forma de gotas lipídicas que actúan como reservorio, hipótesis previa (Peña et al., 2003) 
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confirmada con nuestros resultados (Sánchez-Archidona et al., 2007), ya que una proporción de 
CI caninos han sido descritos histológicamente como carcinomas ricos en lípidos (Peña et al., 
2003) (Figura IX.2.2). Datos que sería reforzados por los resultados encontrados en CAV1. 
 
 
Figura IX.2.2. Carcinoma inflamatorio mamario canino. Carcinoma rico en lípidos. H-E 40x. Abundantes gotas 
lipídicas en las células neoplásicas. 
 
2.1.2 Enzima sulfotransferasa 1 A 1 (SULT1A1) 
 
Han sido aislados varios ADNs codificantes correspondientes a SULT1A de tejido 
humano y otras especies como rata, ratón, conejo, vaca y perro. Pero a diferencia de la especie 
humana que expresa 3 formas distintas de SULT1A, solo se ha encontrado una en el resto de 
especies. Esto puede sugerir diferencias funcionales de esta enzima en las diferentes especies  
(Honma et al., 2001). 
La enzima SULT1A ejerce funciones importantes en el metabolismo de varios agentes 
xenobióticos como fármacos y fenoles, y de componentes endógenos como las catecolaminas. 
Genes de esta subfamilia suelen expresarse de forma ubicua en los tejidos de la especie humana 
(Dooley et al., 2000).  
Se ha encontrado una mayor tasa de metilación de las regiones promotoras P1 y P0 de 
SULT1A en tumores mamarios malignos frente a tumores benignos y tejido mamario 
morfológicamente normal. En los tejidos neoplásicos con alto grado de malignidad la metilación 
aberrante de SULT1A provoca un descenso significativo de la expresión de su ARNm. Además 
también se ha sugerido que la progresiva metilación de SULT1A podría tener lugar durante el 
proceso de carcinogénesis  (Kwon et al., 2006). 
Nuestros resultados de expresión para SULT1A1 coinciden con los resultados del estudio 
realizado por Kwon et al., mostrando que a medida que el tumor se maligniza disminuye la 
expresión de SULT1A1. Así encontramos una mayor expresión en el tejido mamario sano, 
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después en carcinomas distintos al CI y por últimos en el carcinoma inflamatorio (p=0,025) que 
está caracterizado por su gran capacidad de invasión y metástasis. 
En otros estudios se ha demostrado que variaciones en SULT1A1 pueden incidir en el 
pronóstico de los tumores mamarios. Así en individuos con gran actividad de SULT1A1 se han 
encontrado neoplasias con menor grado histológico, y la variante de SULT1A1 denominada 
SULT1A1*1/*1 ha sido asociada con tamaños tumorales iguales o inferiores a 2 cm (Shatalova et 
al., 2005). 
 
2.3 Angiogénesis  
 
El proceso de angiogénesis consiste en la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir 
de vasos ya existentes. La angiogénesis requiere la expansión de células vasculares endoteliales, 
bien mediante la proliferación de células endoteliales diferenciadas o por la movilización desde la 
médula ósea de células endoteliales precursoras que migran hacia la circulación sanguínea 
periférica hasta incorporarse a los vasos en crecimiento (Asahara et al., 1997; Rafii et al., 2002). 
La formación de nuevos vasos sanguíneos es necesaria en distintos procesos biológicos 
que incluyen embriogénesis y cicatrización, y varios procesos patológicos como diabetes, cáncer e 
inflamación (Adams et al., 2007). 
En los tumores, la proliferación de vasos de neo-formación es un proceso necesario para 
el crecimiento tumoral. Los nuevos grupos de células neo-formadas necesitan el aporte vascular 
para continuar su crecimiento. La angiogénesis tumoral involucra múltiples pasos y vías 
dependientes del balance local entre factores reguladores positivos y negativos, existiendo 
interacciones entre el tumor, su vascularización, y la matriz extracelular circundante (Casciato et 
al., 2007). Así el crecimiento angiogénico de los sistemas vasculares sanguíneo y linfático es un 
ejemplo de la coordinación entre los procesos de proliferación celular, diferenciación, migración, 
adhesión y transducción de señales intercelulares durante el proceso de morfogénesis (Adams et 
al., 2007). Mientras está ausente este fenotipo angiogénico, un tumor permanece en estado latente, 
con el ritmo de proliferación celular en equilibrio con el ritmo apoptótico, incapaz de crecer en 
tamaño mas allá de unos pocos milímetros. Al establecerse un aporte sanguíneo, se reduce la tasa 
de muerte celular y el tumor crece con rapidez (Casciato et al., 2001). La angiogénesis provoca un 
mejor acceso de nutrientes y oxígeno por parte de la células neoplásicas, y permite a las células 
tumorales metastatizar a tejidos lejanos empleando los nuevos vasos sanguíneos y linfáticos 
(Cueni et al., 2006; He et al., 2005; Achen et al., 2006). Así la capacidad de controlar el crecimiento 
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de vasos linfáticos y sanguíneos podría repercutir en beneficios terapéuticos importantes en la 
lucha contra el cáncer (Adams et al., 2007). 
El carcinoma inflamatorio mamario es muy angioinvasivo y presenta elevada angiogénesis, 
sobre todo de vasos linfáticos (linfangiogénesis) (Van der Auwera et al., 2005), razón por la cual 
hemos estudiado distintos genes implicados en el proceso de angiogénesis para discernir que 
genes y rutas metabólicas podrían estar participando en este fenotipo particular. 
Aunque el proceso de angiogénesis depende de las interacciones de muchos factores 
celulares, el principal mediador identificado de esta respuesta es el factor de crecimiento vascular-
endotelial (VEGF) y sus receptores (Shibuya et al., 2001; Ferrara et al., 2003; Shibuya et al., 2003). 
El factor de crecimiento vascular epitelial (VEGF-A) o factor de permeabilidad vascular 
pertenece a la familia de los factores de crecimiento derivados de plaquetas que incluye al factor 
de crecimiento de placenta (PIGF), VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D (Shibuya et al., 2006; Ferrara 
et al., 2003). Se han estudiado las funciones del VEGF-A por su aplicación práctica en el 
tratamiento del cáncer:  
Se ha observado que VEGF-A: 
 
• Induce receptores para sí mismo en células endoteliales de vasos sanguíneos 
maduros no proliferantes. Las células endoteliales normales, que están en reposo, 
no tienen el receptor hasta que no son expuestas al VEGF-A.  
• Puede ser inducido por el oncogen c-ras o por otros oncogenes y factores de 
crecimiento, que a su vez inducen mayor producción de VEGF-A. Por lo tanto, 
drogas que modulen la acción de c-ras pueden inhibir la angiogénesis. 
• Induce la producción y activación de muchos otros factores de crecimiento que 
contribuyen a la formación de vasos sanguíneos. Entonces, al bloquear la actividad 
de VEGF-A también se bloquea la acción de otros factores de crecimiento 
involucrados en la progresión tumoral.  
• A diferencia de los vasos sanguíneos normales que requieren otros factores para 
su desarrollo normal, en los vasos sanguíneos inducidos por VEGF-A está 
aumentada la permeabilidad vascular. Así las proteínas plasmáticas inducidas por 
VEGF-A, como el fibrinógeno, pueden salir de los nuevos vasos, formando un gel 




• VEGF-A parece evitar la apoptosis en las células endoteliales inducidas. Por lo 
tanto al inhibir la acción de VEGF-A se esta inhibiendo una de las vías de escape 
tumoral. 
 
En modelos in vitro, como líneas celulares de cáncer mamario, se ha estudiado la expresión 
de VEGF-A, B, C y D encontrando que VEGF-A y B se expresan en las siete líneas celulares 
estudiadas; tanto en las que metastatizan a ganglios linfáticos como a las que no (Kurebayashi et 
al., 1999).  
Según nuestros resultados la expresión de VEGF-A se encuentra significativamente 
aumentada en los carcinomas distintos al CI frente al tejido mamario sano (p=0,02), aunque la 
expresión de este gen en el CI se encuentre inhibida. Para los genes VEGF-B (p=0,20) y VEGF-
C (p=0,34) no se observaron diferencias de expresión entre el tejido mamario sano, carcinomas 
distintos del CI y CI. La expresión de los genes VEGF-D (p=0,008) y VEGFR3 (p=0,01) se 
encontró inhibida en las muestras de CI y tumores no CI. Y en el análisis de VEGFR2 los 
resultados mostraban la inhibición de la expresión en el CI, pero sin significación estadística 
(p=0,19). 
La inhibición de la expresión de VEGF-A en el CI contradice parte de la bibliografía ya 
existente. Estos estudios anteriores de expresión de VEGF-A se han realizado en modelos in vitro 
(líneas celulares) o modelos in vivo (ratones WIBC-9) a diferencia de nuestro estudio que parte de 
muestras desarrolladas de forma espontánea en la especie canina. El CI canino posee gran 
similitud epidemiológica, clínica e histopatológica con el CI humano y ha sido propuesto como 
modelo natural para la enfermedad en al mujer (Pérez-Alenza et al., 2001; Peña et al., 2003), lo que 
podría conferir a nuestros resultados una mayor semejanza con el proceso tumoral humano. 
En modelos in vivo como la línea WIBC-9 de ratones originada a partir de mujeres con CI, 
encontraron sobre-expresión de factores angiogénicos humanos (ANGPT1, VEGF y bFGF), y 
murinos (flt-1, integrin b3, VEGF y CD31) cuando compararon con modelos distintos del CI 
(Shirakawa et al., 2001). Este mismo grupo demostró en un estudio realizado mediante técnicas de 
PCR semicuantitativa una mayor expresión de factores angiogénicos, pero no de los factores 
linfangiogénicos en ratones WICB-9 respecto a otros modelos no CI, y mediante análisis 
inmunohistoquímico revelaron poblaciones significativamente mayores de células endoteliales y 
células endoteliales precursoras en el estroma tumoral del CI frente a otros tumores no CI 
(Shirakawa et al., 2002). Sin embargo Lerebours et al. en un trabajo publicado este año 
documentan la inhibición de la expresión de VEGF-A en muestras de tejido CI humano de 
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pacientes que recidivaban tras el tratamiento, utilizando la inhibición de este gen como marcador 
de peor pronóstico (Lerebours et al., 2008) 
Se han descrito en procesos neoplásicos rutas metabólicas alternativas a la angiogénesis 
por las cuales el tumor podría crecer, proliferar y metastatizar (Pezzella et al., 1997; Holash et al., 
1999; Maniotis et al., 1999). Una de estas rutas alternativas es la mimetización vascular (VM) 
(Maniotis et al., 1999), que consiste en la utilización de estructuras vasculares similares a canales 
por parte de las células tumorales para obtener nutrientes sin la participación de las células 
endoteliales. Las estructuras similares a canales, son ricos en laminina, están tapizados por células 
tumorales, y contienen eritrocitos y plasma. Se piensa que estos canales proporcionan un 
mecanismo de perfusión y una ruta de diseminación que funciona independientemente o 
simultáneamente a la angiogénesis (Hendrix et al., 2003). Este fenómeno, se ha demostrado en 
melanomas humanos y en el ratón xenotransplantado con CI humano WIBC-9  (Shirakawa et al., 
2001; Maniotis et al., 1999). La importancia del fenómeno VM se debe a que cuando aparece, es 
posible que se aumente de forma notable la invasión “vascular” y la rapidez en la diseminación 
linfática y metástasis linfáticas. 
En el CI canino espontáneo, se ha observado con cierta frecuencia, la presencia de unas 
estructuras tumorales semejantes morfológicamente a capilares linfáticos, que actualmente se 
identifican como posible VM, integradas por células tumorales semejantes a endoteliales 
(endothelial-like cells, ELC) (L. Peña, comunicación personal). 
La presencia de las estructuras tumorales semejantes a capilares linfáticos, junto con 
nuestros resultados del análisis de expresión de VEGF-A nos hacen pensar en diferencias, por lo 
menos en lo que se refiere al proceso angiogénico del CI, con otros carcinomas localmente 
avanzados y con otros modelos in vivo del CI. 
VEGF-C y VEGF-D son importantes reguladores de la linfangiogénesis (Karkkainen et 
al., 2004; Baldwin et al., 2005) y se han postulado como moléculas características del CI humano 
ya que VEGFR3 o Flt-4 que es uno de los receptores para VEGF-C y VEGF-D está presente en 
los conductos linfáticos (Shirakawa et al., 2001). Además VEGF-C y VEGF-D promueven las 
metástasis linfáticas induciendo la formación de nuevos vasos linfáticos relacionados con el tumor 
(Kurebayashi et al., 1999; Van der Auwera et al., 2004; Wu et al., 2004; Tammela et al., 2005). 
Algunos estudios han determinado que la invasión vascular en el cáncer mamario es 
predominantemente de vasos linfáticos (Mohammed et al., 2007).  
Bieche et al. en 2004, mediante PCR a tiempo real identificaron en muestras de CI 
humano algunos genes relacionados con la angiogénesis cuya expresión era similar en el CI y en 
otros tumores mamarios: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3. Lo 
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que concuerda con nuestros resultados para los genes VEGF-B y VEGF-C, los cuales se expresan 
de forma similar en tejido mamario sano, carcinomas distintos del CI y CI. 
Un estudio realizado por Al-Mowallad et al. no encontró diferencias en los niveles 
plasmáticos de VEGF-C entre pacientes con cáncer mamario temprano, avanzado o CI y 
controles sanos. Tampoco encontraron asociación entre VEGF-C, edad, tamaño tumoral, grado 
histopatológico, supervivencia total o tiempo libre de enfermedad. Y los niveles plasmáticos de 
VEGF-C no variaban según la presencia de receptores de estrógenos, progesterona y erbB-2 en 
los pacientes (Al-Mowallad et al., 2007).  
En otros estudios realizados en las líneas de ratones WIBC-9, VEGF-C y VEGF-D no 
han sido detectados (Shirakawa et al., 2001). 
VEGF-D solo se ha detectado en líneas celulares de CI y en líneas celulares tumorales 
desarrolladas a partir de metástasis cutáneas del CI, pero no en otras líneas celulares de cáncer 
mamario (Kurebayashi et al., 1999). En nuestro caso para el gen VEGF-D se encontró una menor 
expresión en las muestras de CI y tumores no CI.  
En la bibliografía existe controversia acerca de los datos de expresión VEGF-D ya que un 
estudio llevado a cabo por Van der Auwera et al. en 2004, encontró una mayor expresión de los 
genes KDR, ANGPT1, TIE1, TIE2, FGF-2, VEGF-C, VEGF-D, prox-1 y LYVE-1 en el CI con 
respecto a tumores mamarios no CI, lo que difiere de nuestros resultados y los resultados de los 
estudios comentados anteriormente. 
Los receptores de los factores de crecimiento vascular epitelial (VEGFRs) son receptores 
transmembrana tirosina kinasas, dentro de los cuales encontramos VEGFR1 (Flt-1)/soluble 
VEGFR1 (sFlt-1), VEGFR2 (KDR/Flk-1), y VEGFR3 (Flt-4). Generalmente, VEGFR2 parece 
ser el receptor que media la acción de VEGF-A (Shibuya et al., 2003).  
VEGFR2 se encuentra muy expresado en las células epiteliales y se ha detectado en líneas 
celulares neoplásicas de varios tejidos (Orre et al., 1999; Wu et al., 2003; Huss et al., 2001; Zhang et 
al., 2002; Speirs et al., 1999). VEGFR1 y VEGFR2 median rutas distintas ya que VEGFR2 se 
considera el iniciador primario del proceso angiogénico mientras VEGFR1 puede inhibir la 
angiogénesis en algunos tumores (Zhang et al., 2002). En tumores mamarios primarios 
normalmente se ha encontrado la co-expresión de VEGFR2 y VEGF-A, y se ha observado que la 
expresión de ambos aumenta cuando los tumores adquieren un fenotipo angiogénico. Además 
VEGFR2 se expresa de forma basal en cultivos celulares de células epiteliales mamarias 
neoplásicas pero muestra un descenso en su expresión en cultivos de células del estroma (Speirs et 
al., 1999). En este estudio hemos encontrado, tanto en los análisis realizados mediante pooles como 
en el análisis de las muestras individualizadas, una inhibición de la expresión en el CI de 
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VEGFR2, aunque no estadísticamente significativa (p=0,19), concordando con los datos de 
expresión de VEGF-A. 
El receptor VEGFR3 se ubica en el epitelio de los vasos linfáticos y se une a VEGF-C y 
VEGF-D (Achen et al., 1998). Y aunque se expresa predominantemente en los vasos linfáticos 
han encontrado que se encuentra sobre-expresado en el endotelio vascular de algunos tumores 
mamarios (Valtola et al., 1999). En nuestros resultados se ha observado una menor expresión 
significativa (p=0,01) del gen del receptor VEGFR3 en el tejido CI, lo que concuerda con la 
inhibición de VEGF-D en el CI. 
Dentro del proceso de angiogénesis las angiopoyetinas son proteínas con importantes 
funciones. Todas las angiopoyetinas se unen con la misma afinidad al receptor de células 
endoteliales con actividad tirosina-proteina quinasa específica (TIE2). La activación de este 
receptor endotelial parece que juega un papel esencial en el crecimiento vascular y diferenciación 
(Yancopoulos et al., 2000; Conway et al., 2001). La angiopoyetina 1 (ANGPT1) activa este 
receptor induciendo la autofosforilación del dominio tirosina quinasa, mediando interacciones 
recíprocas entre endotelio, matriz extracelular y mesénquima. Sin embargo la activación de TIE2 
por parte de ANGPT1 no estimula la mitogénesis. Por el contrario la angiopoyetina 2 (ANGTP2) 
bloquea la activación de TIE2 mediada por ANTGP1 y la migración endotelial (Maisonpierre et 
al., 1997; Witzenbichler et al., 1998; Teichert-Kuliszewska et al., 2001). Sin embargo, recientemente 
se ha demostrado que en ciertas circunstancias ANGTP2 puede estimular a TIE2, lo que sugiere 
que la acción agonista o antagonista de ANGTP2 frente a TIE2 depende del contexto (Kim et al., 
2000; Teichert-Kuliszewska et al., 2001; Gale et al., 2002). Así se ha visto en cultivos celulares de 
células endoteliales que en grandes concentraciones y con un tiempo de exposición elevado 
ANGTP2 puede actuar como agonista o agonista parcial de TIE2. Y se ha sugerido que 
ANGTP2 actúa como antagonista en la vasculatura sanguínea y como agonista en el desarrollo de 
la vasculatura linfática (Kim et al., 2000; Teichert-Kuliszewska et al., 2001).  
Se han identificado dos ligandos mas de TIE2 con efectos dispares (Valenzuela et al., 
1999), pero debido a su selectividad ninguno de los ligandos de TIE2 identificados se une o activa 
al receptor TIE1 (Peters et al., 2004). 
La ruta metabólica ANGTP/TIE2 juega un papel esencial en la remodelación y 
maduración/estabilización de la vasculatura embriogénica (Peters et al., 2004) y del animal adulto. 
Por ejemplo TIE2 se expresa en la nueva vascularización del cuerpo luteo al desarrollarse. Así 
Maisonpierre et al. (1997) encontraron mediante técnicas inmunohistoquímicas que ANGTP1 y 
ANGTP2 también se expresaban en el cuerpo luteo, localizándose ANGTP2 en el final de los 
vasos en proliferación y ANGTP1 detrás. Basándose en este patrón de expresión se sugirió que 
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ANGTP2 mediaba la inhibición de TIE2 “desestabilizando” así el vaso para hacerlo receptivo a 
otros factores de crecimiento como VEGF. Posteriormente ANGTP1 mediaría la activación de 
TIE2 provocando la remodelación y estabilización de la neovasculatura. 
De forma similar al ovario, TIE2 se expresa en el endotelio de nuevos vasos formados 
después de una lesión cutánea. Mediante análisis realizados con Western Blot, encontraron que la 
expresión de TIE2 en la piel aumentaba durante los procesos de angiogénesis posteriores a una 
herida, y disminuía en la regresión de los nuevos vasos formados. Sorprendentemente TIE2 se 
expresaba y fosforilaba también en la vasculatura quiescente de la piel normal. Utilizando técnicas 
inmunohistoquímicas observaron que TIE2 se expresaba en el endotelio de todos los tejidos 
adultos examinados y en casi todos los vasos sanguíneos incluyendo arterias, venas y capilares 
(Motoike et al., 2000;  Theis et al., 2001; Forde et al., 2002; Vicent et al., 2003).  
También se ha estudiado la expresión de TIE2 en muestras de tumores mamarios (Peters 
et al., 1998), encontrando una proporción mayor de microvascularización que expresaban TIE2 en 
los tumores mamarios comparando con tejido mamario normal. En el caso de tumores con 
fenotipos invasivos la expresión de TIE2 se concentraba en los denominados “puntos calientes 
vasculares” situados en el borde del vaso. También se ha confirmado la expresión de TIE2 en 
otros tumores de la especie humana como neoplasias ováricas, hepatocelulares y glioblastomas 
(Stratmann et al., 1998; Hayes et al., 2000; Hata et al., 2002; Tanaka et al., 2002).  
En el caso del CI se ha observado una mayor expresión medida mediante PCR a tiempo 
real de los genes ANGPT1, TIE1, TIE2 y bFGF frente a otros tumores mamarios (Van der 
Auwera et al., 2003). Lo que concuerda con nuestros resultados para el receptor TIE2, ya que este 
gen se expresa más en tejido CI que en carcinomas no CI, aunque su expresión en las muestras 
tumorales en general se encontrase inhibida frente al tejido mamario sano (p=0,03). 
 La sobre-expresión de ANGTP1 en modelos tumorales conlleva un descenso en el 
crecimiento tumoral. Efecto posiblemente relacionado con la estabilización vascular mediada por 
ANGTP1 que lo hace al tumor resistente al estímulo angiogénico (Hayes et al., 2000; Shim et al., 
2001; Hawighorst et al., 2002; Stoeltzing et al., 2003). En nuestros resultados la expresión de 
ANGPT1 no fue significativamente diferencial entre el carcinoma inflamatorio, carcinomas no CI 
y tejido mamario sano (p=0,61). 
Algunos estudios han demostrado que ANGTP2 se encuentra sobre-regulada en la 
vasculatura tumoral (Stratmann et al., 1998; Tanaka et al., 1999; Koga et al., 2001). De acuerdo con 
el papel que desempeña ANGTP2 en la angiogénesis tumoral, se ha localizado en los nuevos 
vasos que proliferan entre el tejido tumoral y el tejido sano (Holash et al., 1999; Zagzag et al., 
1999), expresándose únicamente donde haya procesos de remodelación vascular. Sin embargo en 
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nuestro estudio no se midió la expresión relativa de forma individual en el gen ANGPT2 debido a 
los resultados obtenidos mediante pooles que mostraban igualdad de expresión entre el CI, 
carcinomas distintos del CI y tejido mamario normal. Esto podría deberse a la localización 
delimitada de ANGTP2 en los nuevos vasos en formación, ya que la extracción de ARNm no se 
realiza únicamente a partir de las regiones tumorales donde hay procesos de remodelación 
vascular. Explicación que podría extenderse a otros genes como ANGTP1 o TIE2. Sin embargo 
en un tejido con un fenotipo tan angioinvasivo como el CI las zonas de formación vascular 
deberían ser abundantes. Lo que nos lleva a pensar de nuevo en que esos nuevos vasos pueden 
estar formándose a partir de células tumorales semejantes a células endoteliales (endothelial-like 
cells, ELC) (L. Peña, comunicación personal) que forman estructuras tumorales semejantes 
morfológicamente a capilares linfáticos (posible VM), en vez de seguir el proceso de angiogénesis 
que tiene lugar en otros tumores mamarios. 
Otro gen interesante para evaluar la angiogénesis es CD34, que codifica la proteína 
homónima. La proteína CD34 es un antígeno de superficie celular selectivamente expresado en 
células progenitoras hematopoyéticas. Este gen se ha asociado a varias patologías como 
neoplasias gastrointestinales, leucemia, tumores pancreáticos y el sarcoma de Ewing, además 
participa en rutas metabólicas de adhesión celular, linaje de células hematopoyéticas y señalización 
de IL 17, y en procesos de adhesión celular y migración leucocitaria. La proteína CD34 se ha 
localizado en la cara externa y formando parte de la membrana plasmática, y en el núcleo celular.  
En nuestros resultados hemos observado, mediante PCR a tiempo real, la inhibición de la 
expresión de CD34 en las muestras de carcinomas no CI, y fundamentalmente en el CI (p=0,05), 
lo que podría sugerir una menor presencia de células progenitoras hematopoyéticas en esta 
patología. 
El gen LIVE-1, también denominado XLKD1, ha sido asociado previamente al cáncer de 
mama, y codifica la proteína integral de membrana tipo 1 con actividad transportadora del ácido 
hialurónico que se expresa preferencialmente, aunque no exclusivamente, en los vasos linfáticos 
(Banerji et al., 1999; Beasley et al., 2002; Prevo et al., 2001). También se expresa en poblaciones 
discretas de macrófagos activados, hígado y bazo, y en general en lugares donde se produce la 
absorción y degradación del ácido hialurónico (Carreira et al., 2001; Grant et al., 2002). Sin 
embargo LIVE-1 no se ha detectado en el endotelio de vasos sanguíneos, excepto en los vasos 
sanguíneos pulmonares (Prevo et al. 2001).  
La metodología que se ha postulado más exacta para determinar la tasa de síntesis linfática 
o linfangiogénesis es la medición de los niveles de ARNm del gen LIVE-1 mediante PCR a 
tiempo real (Cunnick et al., 2001). Al realizar nosotros esta técnica hemos encontrado la mayor 
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expresión de este gen en el tejido mamario sano, a continuación en los carcinomas distintos del 
carcinoma inflamatorio y por último en el CI, tanto en el análisis realizado mediante pooles como 
en el realizado individualmente (p=0,18), no obstante en este último ensayo sin significación 
estadísitica. Tampoco fueron significativos los resultados obtenidos por Cunnick et al. que 
observaban una mayor expresión de LIVE-1 en los tumores mamarios que presentaban 
metástasis en nódulos ganglionares frente a tumores que no habían metastatizado (Cunnick et al., 
2001). En este mismo estudio encontraron que el tejido mamario sano y las células endoteliales de 
los vasos sanguíneos expresaban LIVE-1, a diferencia de la línea celular MDA MB 231 de células 
neoplásicas mamarias donde no observaron expresión de LIVE-1 (Cunnick et al., 2001). 
No se ha encontrado asociación entre el número de vasos linfáticos positivos para LYVE-
1 y el número de vasos linfáticos positivos para CD31 y VEGFR3. Tampoco entre el número de 
vasos positivos para LIVE-1 y la expresión de VEGF-D (Bono et al., 2004). 
El último gen estudiado relacionado con la angiogénesis fue el gen VWF que codifica el 
factor von Willebrand. Se ha observado en distintos estudios, aumentos en los niveles plasmáticos 
del antígeno del factor de von Willebrand (vWF:Ag) en cánceres de laringe, cabeza, cuello y 
próstata, asociados al crecimiento endotelial durante la angiogénesis (Zhou et al., 1992; Hodak et 
al., 1993). Así este aumento de los niveles plasmáticos de vWF:Ag estaría reflejando la 
proliferación endotelial y/o formar parte de la fase aguda de la reacción de respuesta a 
deficiencias vasculares (Giustolise et al., 1984; Pottinger et al., 1989). Algunos estudios sugieren 
que el aumento de los niveles plasmáticos de vWF:Ag en pacientes de cáncer mamario puede ser 
un factor pronóstico (Sweeney et al., 1990; Paczuski et al., 1999). 
También han demostrado un incremento en los niveles plasmáticos del antígeno del factor 
de von Willebrand (vWF:Ag) en distintos procesos patológicos como enfermedades hepáticas, 
diabetes mellitus, infarto de miocardio, inflamación aguda y enfermedades del tejido conectivo, 
probablemente como resultado del daño de células endoteliales (Lufkin  et al., 1979; Giustolise et 
al., 1984; Castillo et al., 1977; Pottinger et al., 1989; Gordon et al., 1987).  
En modelos experimentales, VWF se ha involucrado en la patogénesis de metástasis por 
la promoción en la unión de células tumorales a las plaquetas. La formación de émbolos de 
células heterotípicas aumenta la probabilidad de unión de células neoplásicas a la superficie 
endotelial (Gassic et al., 1973; Nierodzik et al., 1992).  
Según nuestros resultados obtenidos mediante el análisis de varianza de 4 pooles para cada 
uno de los grupos, se observan diferencias de expresión entre los distintos fenotipos (p=0,02), 
siendo los carcinomas no CI el grupo con menor expresión, aunque también encontramos 
inhibición en la expresión en tejidos CI. Sin embargo aunque en el estudio de muestras 
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individualizadas se mantiene la menor expresión de VWF en carcinomas no CI y CI, baja la 
significación estadística (p=0,09), manteniendo una tendencia “sugerente”. Así los resultados 
podrían reflejar que no se está produciendo proliferación endotelial o metástasis debidas a la 
promoción en la unión de células tumorales a las plaquetas, sino que los procesos de angiogénesis 
y metástasis en el CI siguen otras rutas tales como la ya descrita VM o “Vascular Mimicry”. 
 
2.3 Adhesión celular y transducción de señales 
 
El comportamiento “maligno” de un tumor depende de 1) su crecimiento incontrolado, 2) 
su comportamiento invasivo, y 3) su capacidad de metastatizar. La moléculas de adhesion 
contribuyen a todas estas características.  
La molécula de adhesión celular plaquetaria endotelial (PECAM) se expresa de manera 
constitutiva en el endotelio, plaquetas y células del sistema inmunológico interviniendo en 
funciones de migración transendotelial y angiogénesis (Newman et al., 1990). Esta molécula 
también se denomina CD31. Juega un papel importante en la migración de los leucocitos a través 
del endotelio (Muller et al., 1993; Muller et al., 1999) y como receptor de la señal leucocitaria 
(Jackson et al., 1997). 
La transfección de PECAM a células MDA-MB-231 provoca la reducción de su 
crecimiento, pérdida de la expresión de CD44 y la adquisición de morfología ductal. El mismo 
efecto se puede observar in vivo en el carcinoma in situ (Righi et al., 2003). 
En un estudio realizado con microarrays de PECAM y endoglina, cuantificando su 
expresión mediante sistemas de análisis de imagen, no encontraron asociación entre esta 
expresión y la encontrada mediante técnicas inmunohistoquímicas realizadas a partir de secciones 
de parafina. Además la expresión de PECAM no se correlacionaba con la supervivencia total de 
los pacientes (Charpin et al., 2004). En nuestros resultados no se encontró una expresión 
significativamente diferente del gen PECAM comparando muestras de CI, carcinomas no CI y 
tejido mamario sano (p=0,26), aunque sí se observó una tendencia a estar inhibida su expresión 
en el tejido CI. Esta tendencia podría implicar una disminución en la actividad de los procesos en 
los que participa PECAM como la migración de los leucocitos a través del endotelio o el proceso 
de angiogénesis. 
El gen ESAM participa en rutas de adhesión celular y migración transendotelial, y en el 
proceso de adhesión moléculas homofílicas. Estudios realizados mediante las técnicas de 
Northern blot e hibridación in situ revelan que la expresión de ARNm de ESAM se encuentra 
restringida en la células endoteliales vasculares durante el desarrollo y la edad adulta. Estudios 
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funcionales in vivo sugieren que ESAM media interacciones intercelulares hemofílicas importantes 
en el desarrollo de células endoteliales y el proceso de angiogénesis (Hirata et al., 2001). 
 La proteína ESAM está expresada específicamente en el endotelio y no en el epitelio. Se 
colocaliza con tres marcadores de uniones ocluyentes; Ocludina, Claudina 5 y ZO-1 en capilares 
musculares y cerebrales. No se ha encontrado expresión de ESAM en leucocitos en sangre 
periférica en ratones, sin embargo si se ha encontrado gran expresión de ESAM en 
megacariocitos y plaquetas activadas (Hirata et al., 2001). En el análisis que realizamos para 
determinar diferencias de expresión de ESAM entre individuos con CI, carcinomas no CI y tejido 
mamario sano no se encontraron diferencias significativas (p=0,24), aunque los resultados 
mostraba inhibición en la expresión del gen en el tejido CI, lo que sugeriría según la localización 
de la expresión de ESAM en células endoteliales, meacariocitos y plaquetas activadas (Hirata et al., 
2001), una menor presencia de estos tipos celulares dentro del tejido CI. 
 La expresión de la proteína trombospondina (TPS-1) está regulada por factores de 
crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas, TGFβ, el factor de crecimiento 
fibroblástico y por p53. Pérdidas en la actividad normal de p53 se han asociado con la falta de 
expresión de TSP-1.  
Estudios en tumores de características invasivas han localizado TSP-1 en el estroma 
tumoral, y han demostrado una asociación inversa entre la presencia de TSP-1 y la angiogénesis 
tumoral, evaluada mediante densidad microvascular (Campbell et al., 1998; Grant et al., 1998; 
Kawahara et al., 1998; Volm et al., 1999).  
Otros estudios realizados en neoplasias mamarias han localizado TSP-1 en la membrana 
basal de conductos mamarios que mostraban cambios fibroquísticos, en conductos en el 
carcinoma in situ, y el estroma que rodeaba carcinomas ductales invasivos (Clezardin et al., 1993; 
Tuszynski et al., 1994; Wong et al., 1992). La expresión en el estroma se pierde en carcinomas in 
situ de características histológicas más agresivas. Y no se ha encontrado relación entre su presencia 
y la densidad de microvascularización en el carcinoma in situ (Rice et al., 2002). 
En la pasada década se observaron numerosas evidencias que apuntan a la acción de 
trombospondina 1 y 2 como factores antitumorales en el cáncer de mama (Good et al., 1990; 
Dameron et al., 1994; Weinstat-Saslow et al., 1994; Bertin et al., 1997; Gasparini et al., 2001; 
Rodriguez-Manzaneque et al., 2001; Rice et al., 2002;).  
El mecanismo primario para la acción angiostática de las trombospondinas es su unión al 
receptor de trombospondinas (TSP) o CD36. CD36 se expresa en células endoteliales de la 
microvascularización y parece regular la movilidad y proliferación de células endoteliales, 
actividades necesarias en la angiogénesis (Dawson et al., 1997). Existen otras posibilidades 
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adicionales en la regulación de la angiogénesis. TSP-1 puede inducir directamente la apoptosis 
endotelial (Guo et al., 1997; Jimenez et al., 2000). También puede inhibir las metaloproteinasas de 
matriz como la metaloproteinasa 9 que activa VEGF-A (Rodriguez-Manzaneque et al., 2001). En 
nuestros resultados THBS1 se expresaba más en los carcinomas mamarios no CI que en el resto 
de los grupos (p=0,05), pero también en el CI encontramos sobre-expresión de THBS1 respecto 
al tejido mamario sano, lo que podría indicar un aumento de la actividad angiostática, bien por la 
inducción de la apoptosis endotelial (Guo et al., 1997; Jimenez et al., 2000), hipótesis que se 
complementaría con nuestros resultados de una menor expresión de ESAM, o bien por la 
inhibición de la metaloproteinasa de matriz 9 que implicaría la inhibición de VEGF-A (inhibición 
que también muestran nuestros resultados). 
Recientemente se ha encontrado en un clon no metastático de una línea celular de cáncer 
mamario humano una elevación de 15 veces en la expresión de TSP-1 (Urquidi et al., 2002), lo que 
no se ha asociado con un descenso en la vascularización de tumores primarios en este clon, 
sugiriendo que otros mecanismos además de los angiostáticos deben tener lugar. Con respecto a 
nuestros resultados este estudio implica que se debería investigar más a fondo el papel de THBS1 
como agente angiostático en el CI.  
Las células endoteliales de las venas umbilicales humanas ni expresan CD36 ni 
contribuyen a la respuesta angiogénica (Dawson et al., 1997), sin embargo la expresión del 
receptor de trombospondinas CD47, conduce a un aumento de la apoptosis bajo condiciones de 
flujo sanguíneo bajo o turbulento (Freyberg et al., 2000; Freyberg et al., 2001). Manna et al. 
publicaron que ciertos anticuerpos monoclonales de CD47 y el péptido agonista de CD47 
llamado 4N1K derivado de TSP-1 puede inducir una nueva forma de apoptosis en células T 
activadas y transformadas (Pettersen et al., 1999; Manna et al., 2003), en células de la leucemia 
linfocítica crónica (Mateo et al., 1999), y en células de las arterias primarias del músculo liso 
(Manna et al., 2003). 
CD47 se expresa en células neoplásicas mamarias (Chandrasekaran et al., 1999), y se ha 
observado que anticuerpos monoclonales y ligandos agonistas de CD47 pueden inducir la muerte 
de células cancerígenas mamarias derivadas de varias líneas aisladas (Manna et al., 2004). Esta 
muerte celular se produciría por el descenso de AMP cíclico intracelular, efecto que depende de la 
proteina quinasa activa A (PKA). Sin embargo EGF puede proteger a las células neoplasicas 
mamarias de distintos agentes apoptoticos, como CD47, mediante la vía PKC dependiente 
(Manna et al., 2004). 
Los resultados del análisis que realizamos mediante pooles no mostraban diferencias 
evidentes de expresión de CD34 entre los distintos tejidos estudiados. 
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La proteína codificada por este gen se denomina endoglina o CD105. Se ha encontrado 
una gran expresión de endoglina en células endoteliales de vasos sanguíneos en tumores, pero no 
en la mayoría de tejidos normales (Kumar et al., 1996; Fonsati et al., 2001). Además se he 
observado que la inmunotoxina CD105 inhibe el crecimiento de tumores mamarios en ratones 
inmunodeficientes (Seon et al., 1997; Matsuno et al., 1999).  
Según Kumar et al. la expresión de endoglina refleja la neoangiogénesis y la activación 
endotelial en los carcinomas mamarios, pudiendo ser empleada su detección como factor 
pronóstico (Kumar et al., 1999). Es un potencial candidato para la terapia antiangiogénica 
específica mediante anticuerpos anti-CD105 (Matsuno et al., 1999). 
Distintos estudios inmunohistoquímicos realizados en neoplasias mamarias han utilizado 
anticuerpos monoclonales frente a antígenos endoteliales como CD34, PECAM y el factor de von 
Willebrand (Gasparini et al., 1996; Vermeulen et al., 1996; Toi et al., 1996), sin embargo pocos han 
estudiado la asociación entre la expresión inmunohistoquímica de endoglina y el pronóstico de la 
enfermedad, mostrando que la marcada expresión de endoglina (y no de CD34) se correlaciona 
con peor supervivencia (Kumar et al., 1999). En la misma línea de investigación Dales et al. 
encontraron que la expresión inmunohistoquímica de endoglina es marcador de riesgo 
metastático y mal pronóstico (Dales et al, 2003). Sin embargo en nuestros análisis no se han 
observado diferencias de expresión del gen endoglina en los estudios realizados en pooles ni en los 
realizados en las muestras de forma individualizada (p=0,94), lo que podría estar mostrando que 
el proceso angiogénico no está incrementado en el síndrome del CI, ya que según Kumar et al. la 
expresión de endoglina refleja la neoangiogénesis y la activación endotelial en los carcinomas 
mamarios, y esta patología emplea otras rutas que le confieren su fenotipo altamente invasivo y 
metastático. 
Una de las proteínas más abundantes y dinámicas de la matriz extracelular (ECM) es la 
glicoproteína fibronectina. Esta proteína participa en procesos de adhesión celular y migración 
incluyendo procesos de embriogénesis, coagulación, inmunitarios y metástasis. En varias 
patologías se produce un aumento plasmático de fibronectina, hasta que una serie de proteasas 
neutrales la rompen produciendo distintos productos proteolíticos, que en algunos casos y de 
forma inesperada pueden inducir la transformación maligna (Labat-Robert et al., 2002). Además, 
se sabe que uno de los signos tempranos de la transformación maligna es la fragmentación de la 
fibronectina pericelular junto con la producción alterada de esta proteína en el estroma tumoral 
(Labat-Robert et al., 2002). La cantidad de ARNm de fibronectina detectada en el estroma tumoral 
es diferente entre carcinomas y tejidos normales. También encontramos elevada fragmentación de 
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fibronectina en inflamaciones crónicas como la artritis (Carsons et al., 1985), úlceras crónicas 
(Wysocki et al., 1990), y enfermedad periodontal (Talonpoika et al., 1993). 
La organización fibrilar de la fibronectina y otras proteínas de ECM está regulada y 
modificada durante la génesis del estroma (Silzle et al., 2002). Se sabe que el estado físico de la 
fibronectina regula la composición y estabilidad de las fibrillas de la ECM y la adhesión de las 
células con la matriz (Sottile et al., 2002). Por lo tanto algunos autores asumen que el patrón y 
organización topográfica de la matriz afectada por el tumor es directamente dependiente de su 
estado fibroblástico, y al mismo tiempo un reflejo de las características de la ECM. 
La fibronectina puede expresarse en diferentes cantidades y patrones, así como en 
distintas variantes de splicing que son indicativas del tipo y estado de formación del estroma 
(Schor et al., 1994; Loridon-Rosa et al., 1990; Schor et al, 2003; Fukuda et al., 2002). La presencia o 
ausencia de estas variantes de splicing dentro del estroma pueden predecir el potencial de 
desarrollo tumoral. Mayor expresión de fibronectina junto con una mayor expresión de colágeno 
y tenascina-C, entre otras, altera la interacciones célula-matriz del estroma. Estas interacciones 
son modificadas mediante factores solubles como TGF-β 1, con un papel importante en la 
dinámica del estroma tumoral (Labat-Robert et al., 2002). Las interacciones celulares con la 
fibronectina aumentan la activación de MMP2 mediante un mecanismo que involucra a MMP1 
(Stanton et al., 1998).  
Los splicing alternativos en 3 localizaciones del pre-ARNm de la fibronectina humana 
generan aproximadamente 20 isoformas distintas (French-Constant et al., 1995; Kornblihtt et al.,  
1996), alguna de las cuales se expresan preferencialmente en células transformadas y tumores 
(Kaczmarek et al., 1994; Midulla et al., 2000) y se cree que contribuyen a la patogénesis del cáncer 
(Castellani et al., 1994; Labat-Robert et al., 2002). En los estudios de expresión diferencial que 
hemos realizado entre muestras de CI canino, muestras de carcinomas mamarios no CI y tejido 
mamario sano mediante pooles de ARNm parece observarse una disminución en la expresión del 
gen de la fibronectina 1 en los carcinomas mamarios no CI, sin embargo en la especie canina no 
están descritas las distintas isoformas de ARNm para el gen fibronectina 1 consecuencia del 
splicing alternativo, y por lo tanto este estudio podría no hacer referencia a las isoformas que 
parecen estar expresándose preferencialmente en células transformadas y tumores. 
Las cadherinas son moléculas de adhesión homofílicas que participan en las uniones entre 
células de la misma extirpe y mantienen la arquitectura tisular. Se relacionan inversamente con el 
grado de diferenciación celular y su pérdida de expresión en tumores se asocia con una mayor 
capacidad metastatizante. (Takeichi et al., 1993). 
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Este gen pertenece a la superfamilia de las cadherinas y está localizado en la región del 
clúster cadherina-sexto, en el brazo largo del cromosoma 16. Está implicado en pérdidas de 
heterocigosis en cánceres mamarios y protáticos. 
Funciona como una cadherina clásica transmitiendo a las células la capacidad de adherirse 
homofilicamente, y realiza un papel importante en el control de la cohesión y organización de las 
uniones intercelulares. 
La cadherina vascular endotelial o cadherina 5 o CD144 solo se expresa en células 
endoteliales. Estudios inmunohistoquímicos de cadherina 5 muestran diferencias significativas de 
la expresión de la misma en microvasculación en tumores comparando con tejidos no tumorales. 
Sin embargo en este mismo estudio no se encontraron diferencias significativas en el número de 
vasos teñidos con PECAM o el factor VIII; aunque si se encontró una tinción incrementada en 
otras estructuras de la muestra y en general. Estudios mediante Q-PCR revelan niveles elevados 
de cadherina 5 y PECAM en muestras tumorales comparadas con tejido background, pero no del 
factor VIII. La expresión tanto de cadherina 5 como de PECAM se encuentra significativamente 
reducida en carcinomas lobulares frente a carcinomas ductales, no así la del factor VIII (Martín et 
al., 2005). 
En los estudios que hemos realizado mediante el análisis de expresión de 4 pooles para cada 
uno de los grupos de animales, CDH5 se expresa de forma similar en los distintos tejidos 
estudiados (p=0,969), de manera que en el fenotipo metastatizante del CI no participa la 
inhibición de la expresión de CDH5,  ya que su pérdida de expresión en tumores ha sido asociada 
por Takeichi et al. con una mayor capacidad metastatizante. 
Los resultados de expresión obtenidos para PECAM, ESAM y THBS1 fundamentalmente 
refuerzan la hipótesis de que en el CI canino existen rutas metabólicas alternativas a la 
angiogénesis por las cuales el tumor crece, prolifera y metastatiza como podría ser la VM. 
 
2.4 Invasión y metástasis 
 
Los procesos de invasión y metástasis son factores limitantes en la cura del cáncer 
mamario en general. Las células tumorales en ocasiones invaden tejidos vecinos y sobreviven en 
un sitio ectópico. El término invasión indica la penetración en un territorio adyacente y su 
ocupación. Esta invasión permite a las células tumorales entrar a la circulación sanguínea, a partir 
de donde pueden colonizar órganos distantes y eventualmente formar un tumor secundario, 
llamado metástasis. La capacidad de invasión de los tumores les permite penetrar en el interior de 
los vasos sanguíneos, linfáticos y cavidades corporales, lo que les permite diseminarse.  
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En varias etapas dentro de la cascada metastática es necesaria la remodelación y la 
degradación de los componentes de la matriz extracelular por las proteinasas. Las principales 
proteinasas que participan en la degradación de la matriz extracelular son las metaloproteinasas de 
matriz (MMPs) y los activadores del plasminógeno (PAs) (Baker et al., 2002). 
El sistema de MMPs está formado por al menos 20 proteínas en la especie humana, las 
cuales comparten homología en su secuencia animoacídica y en su dominios (Matrisian et al., 
1992; Ennis et al., 1994; Birkedal-Hansen et al., 1993). Las MMPs se clasifican en 5 subclases 
según su sustrato, denominándose colagenasas, gelatinas, estromelisinas, metaloproteinasas de 
membrana y otras metaloproteinasas. 
Estas enzimas forman parte de una familia de más de 10 endopeptidasas que son 
expresadas a niveles bajos en los tejidos adultos normales, pero cuya expresión se eleva 
rápidamente en procesos de remodelación tisular normales y patológicos tales como el desarrollo 
embrionario, la reparación tisular, la inflamación y durante la diseminación tumoral. 
Dentro de los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) el TIMPs-1 es el 
inhibidor mas conocido y ha sido aislado de una amplia variedad de tejidos y fluidos corporales. 
(Gómez et al., 1997). Aunque los TIMPs no solo inhiben algunas MMPs sino que también pueden 
activarlas (Lambert et al., 2004). 
Para que se produzca la proteolisis de la matriz extracelular las concentraciones activas de 
proteinasas deben superar a las de los inhibidores. Por lo tanto es probablemente el balance 
global de concentraciones de proteinasas e inhibidores el que determina si se produce 
degradación de la matriz extracelular en los procesos de degradación y metástasis in vivo (Baker et 
al., 2002). En las neoplasias, la proteolisis está anormalmente regulada, favoreciéndose la 
degradación de la matriz extracelular, lo que ayuda a la invasión y metástasis tumoral (Baker et al., 
2002).  
La degradación de la matriz extracelular por las proteinasas está estrechamente regulada a 
varios niveles, incluyendo la activación de las proteinasas latentes. Las MMPs son secretadas por 
las células como formas latentes parcialmente activadas y requieren para su activación completa la 
eliminación por parte de proteinasas de su dominio propéptido (Nagase et al., 1997).  La presencia 
de inhibidores tejido específicos de metaloproteinasas (TIMPs) proporciona un segundo nivel de 
regulación (Matrisian et al., 1990; Cottam et al., 1993). Finalmente tanto proteinasas como 
inhibidores son regulados a nivel transcripcional.  
La membrana basal celular está formada por colágeno tipo IV que ejerce de barrera contra 
la invasión y metástasis cancerígena. Dentro de las MMPs, MMP-2 y MMP-9 tienen actividad 
gelatinasa y también son conocidas como colagenasas tipo IV. La actividad tisular de MMP-2 se 
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asocia con malignidad y mal pronóstico en tumores mamarios humanos y caninos (Garbett et al., 
1999; Loukopoulos et al., 2003). De hecho de ha observado la participación de MMP-2 y MMP-9 
en procesos de iniciación tumoral, crecimiento y metástasis en cáncer mamario (Duffy et al., 
2000). Sin embargo se han encontrado resultados contradictorios en una gran cantidad de 
publicaciones acerca del papel de las gelatinasas y sus inhibidores en las neoplasias mamarias 
humanas (Matrisian et al., 1999; McCawely et al., 2000; Foda et al., 2001; Fuberg et al., 2001; 
Giannelli et al., 2004; Würtz et al., 2005; Kuvaja et al., 2005). 
Grieu et al. encontraron un polimorfismo de nucleótido simple (SNP) en la región 
promotora de MMP-2 que pudo ser asociado con características fenotípicas y pronóstico en 
cánceres mamarios humanos dependiendo de la expresión del receptor de estrógenos en esos 
tumores. Así pacientes RE α negativos que eran homocigotos para la mutación, se asociaban con 
peor supervivencia, y en pacientes RE α positivos la presencia de los alelos mutados en 
homocigosis se asociaba con tendencia a una mejor supervivencia (Grieu et al., 2004). 
En carcinomas mamarios caninos se ha descrito un aumento de la expresión de MMP2 
mediante técnicas inmunohistoquímicas (Hirayama et al., 2002), sin embargo no se ha logrado 
relacionar este aumento de la expresión con la progresión de la enfermedad o con un tipo 
histopatológico determinado. Además en estos estudios tampoco pudieron diferenciar la forma 
latente de MMP-2 con la forma activa, midiendo la expresión conjuntamente (Papparella et al., 
2002). En los análisis de expresión que realizamos entre los distintos fenotipos para el gen 
MMP2, parece que este gen esta inhibido en el caso del CI (CI=9,40; carcinomas no CI= 10,83; 
tejido mamario sano=15,66), aunque estas diferencias no fueron estadísticamente significativas 
(p=0,16), por lo que una de las hipótesis plantearía que en esta patología se activan 
mayoritariamente otros genes durante el proceso invasivo. 
 
2.5 Genes relacionados con la ruta del acido araquidónico 
 
Las enzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2 catalizan la formación de prostaglandinas a 
partir del ácido araquidónico mediante su actividad ciclooxigenasa y peroxidasa que 
secuencialmente transforman el ácido araquidónico en la prostaglandina G2 (PGG2) y en PGH2. 
Posteriormente isomerasas específicas convierten PGH2 en varios eicosanoides y tromboxanos 
(Figura IX.2.3). 
COX-1 se expresa de forma constitutiva mientras que COX-2 es inducida por distintos 
estímulos extracelulares como factores de crecimiento, citoquinas, promotores tumorales, 
proliferación peroxisomal, hipoxia, radiaciones ionizantes y carcinógenos (Subbaramaiah et al., 
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1996; Jang et al., 2000). En este estudio no se encontraron diferencias en la expresión de la 
ciclooxigenasa 1 en los ensayos realizados mediante PCR a tiempo real entre los distintos grupos 

















Figura IX.2.3. Las ciclooxigenasas 1 y 2 transforman el ácido araquidónico en prostaglandina H2 (PGH2) que a su 
vez es convertida en tromboxano A2 (TXA2), prostaglandina I2 (PGI2), prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina 
F2 (PGF2) y prostaglandina E2 (PGE2). 
 
Las dos enzimas intervienen en varios procesos fisiológicos y patológicos. Se ha 
encontrado asociación entre una mayor expresión de COX-2 con cambios malignos en gran 
variedad de cánceres humanos, incluido el cáncer de mama (Singh et al., 2002). Además 
inhibidores selectivos de COX-2 como el celecoxib y nimesulide retrasan la aparición del tumor y 
reducen la incidencia, multiplicidad y volumen tumoral ( Harris et al., 2000;  Nakatsugi et al., 
2000). También se ha asociado la elevada expresión de COX-2 con un mayor tamaño tumoral, 
grado de malignidad histológico elevado, condición negativa para receptores hormonales, alta tasa 
de proliferación (identificada mediante Ki-67), alta expresión de p53, amplificación del oncogen 
erbB-2, metástasis en nódulos linfáticos axilares y diagnostico histopatológico correspondiente a 
carcinomas ductales (Singh et al., 2002). Sin embargo los diferentes estudios epidemiológicos que 
evalúan la relación entre la aparición de cáncer de mama y el consumo de antiinflamatorios no 
esteroideos sugieren que solo algunos subgrupos de cánceres mamarios sobre-expresan COX-2. 
En un estudio realizado por Subbaramaiah et al. en 1994, detectaron grandes cantidades de la 
enzima COX-2 en 14 de las 15 muestras de tumores mamarios que sobre-expresaban a su vez 
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erbB-2, en contraste con las 4 muestras con gran expresión de COX-2 de 14 erbB-2 negativas. 
Otro subgrupo de tumores mamarios que sobre-expresan COX-2 son aquellos que presentan 
mutaciones en el gen ras (Gilhooly et al., 1999). Se han asociado en líneas celulares negativas para 
el RE α niveles elevados de COX-2 con mutaciones en ras, y aumentos de COX-2 con la no 
dependencia estrogénica de células mamarias (Witton et al., 2004). Otro estudio muestra que el 
56% de los carcinomas mamarios infiltrativos expresa altos niveles de COX-2, mientras que 
tejidos mamarios benignos situados a 1 cm de estas lesiones malignas no expresan COX-2 
(Soslow et al., 2000). Liu y Rose encontraron que COX-2 se encuentra sobre-expresado en células 
de canceres mamarios muy invasivos, mientras que células poco metastáticas no expresaban 
COX-2 (Liu et al., 1996). En todos estos estudios la sobre-expresión de COX-2 está relacionada 
con características de peor pronóstico y tipos histológicos malignos de cáncer mamario. De 
acuerdo con estos estudios encontramos un aumento significativo de la expresión de COX-2 
(p=0,004) en muestras de CI comparando con carcinomas no CI y tejido mamario sano. Además 
un estudio reciente realizado por el grupo de Lerebours et al. documenta la sobre-expresión de 
COX2 en el CI humano frente a otros carcinomas no CI y tejido mestastásico que utilizan como 
controles (Lerebours et al., 2008). 
La sobre-expresión de COX-2 se produce por dos caminos, la baja regulación de su 
transcripción y la estabilización del ARN mensajero (Subbaramaiah et al., 1996; Jang et al., 2000). 
Múltiples señales vía sitios de unión para distintos factores de transcripción pueden inducir la 
transcripción de COX-2 (Appleby et al., 1994). El ARNm de COX-2 no es estable debido a la 
presencia de 116 nucleótidos elementos de secuencia ricos en AU (116-nucleotide AU-rich 
sequence element (ARE)) localizados en la región 3´ no traducida. Interacciones de las proteínas 
de unión a ARE con estas regiones facilitan la degradación del ARN mensajero e inhiben su 
traducción (Dixon et al., 2000; Cok et al., 2001).  
En cánceres de mama humanos COX-2 se encuentra expresado frecuentemente en células 
del carcinoma mamario y tejido epitelial adyacente (Witton et al., 2004). COX-2 también se 
expresa en tumores mamarios caninos, con una expresión de moderada a alta en el 18% de los 
adenocarcinomas analizados. La expresión inducida de COX-2 en esos tumores aumenta la 
síntesis de prostaglandinas (Doré et al., 2003).  
COX-2 es capaz de regular diversos procesos fisiológicos regulando el aumento de 
producción de prostaglandinas que son las que participan en proliferación celular, apoptosis, 
angiogénesis, invasividad celular y supresión inmune (Singh et al., 2002). La prostaglandinas (PGs) 
son pequeñas moléculas secretadas por las células que las producen, y por ello son capaces de 
actuar sobre células vecinas. Este hecho se considera muy importante en el caso de las metástasis 
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cancerígenas (Hanahan et al., 2000). Líneas celulares derivadas del cáncer mamario, 
particularmente aquellas con elevado potencial metastático, muestran incrementos en la 
producción de COX-2 y PGs (Howe et al., 2001). Además COX-2 aumenta la habilidad de células 
cancerígenas para invadir el tejido adyacente. Los cambios en la capacidad de invasión son 
debidos a un aumento en la producción de las enzimas capaces de digerir la membrana basal 
(Singh et al., 2002). 
Varios estudios realizados in vitro e in vivo en modelos animales evidencian que inhibidores 
de COX-2 inhiben la angiogénesis tumoral. La sobre-expresión de COX-2 es observada en la 
neovascularización de varios tumores humanos, que incluyen tumores mamarios (Masferrer et al., 
2000). 
 
2.6 Factores de transcripción 
 
2.6.1 Genes c-FOS y c-JUN 
 
Un estudio realizado por Bieche et al. en 2004, en el que compararon muestras de CI 
humano con otras correspondientes a otros tumores mamarios localmente avanzados mediante 
PCR a tiempo real, encontró sobre-expresión de 4 genes componentes de la familia del factor de 
transcripción AP-1 (jun, junB, fos y fosB). 
La familia jun está formada por los genes c-jun, junB y junD, y la familia fos incluye a los 
genes c-fos, fosB, fosL1 y fosL2 (Lewin et al., 1991). La expresión de los genes c-jun y c-fos es 
consecuencia de la señal mitogénica que comienza en la membrana plasmática tras la unión de los 
factores de crecimiento a sus receptores con actividad tirosina quinasa y que llega al núcleo por 
activación y translocación de serina/treonina quinasas (MAPK, ERK-1...) (Karin et al., 1997). 
 Ambos genes tienen en sus promotores elementos de regulación por AP-1, que es un 
factor de transcripción que está constituido, entre otras proteínas, por las proteínas c-Jun y c-Fos. 
Por lo tanto estos genes tienen la capacidad de autoregularse. Además la actividad de las proteínas 
c-Jun y c-Fos se regulan por su propia expresión (Caelles,  2000). 
Los genes de estas dos familias controlan la respuesta proliferativa de un modo primario, 
activando o inhibiendo la cascada de genes cuyos productos ponen en marcha o paran el ciclo 
celular. Además AP-1 regula genes implicados directamente en la aparición y progresión tumoral, 
como distintos oncogenes y genes supresores de tumores. AP-1 es activado por factores de 
crecimiento y diversos agentes de estrés celular, mediando la acción de oncogenes receptores 




Nuestros análisis de expresión realizados mediante pooles muestran la sobre-expresión de 
c-fos en los carcinoma no CI, mientras que no se han encontrado diferencias significativas 
respecto a c-jun entre las distintas muestras estudiadas. Sin embargo estos resultados no han sido 




La activación de PI 3-quinasa es necesaria y en algunos casos suficiente para iniciar 
algunas rutas de señalización estimuladas por insulina/IGF-I, lo que parece sugerir que la 
proteína PI 3-quinasa es la cabeza de una cascada de transducción de señales (Andjelkovic et al., 
1997). En el CI canino no parece que esta sea una ruta transcendente en su desarrollo y fenotipo 
característico ya que no se ha observado un cambio en la expresión del gen PIK3R1 mediante 
técnicas de PCR a tiempo real. Sin embargo en los carcinomas distintos del CI sí existe una 
“tendencia” (significación no comprobada) a una mayor expresión, lo que indicaría un proceso 




La proteína celular c-Myc induce la transformación celular, la proliferación y la apoptosis. 
En la especie humana se han encontrado expresión y/o sobre-expresión de c-myc en distintas 
neoplasias como en cáncer mamario, de estómago, de colon, etc, que en algunos casos se asocian 
con el grado de malignidad (Prins et al., 1993; Hirvomen et al., 1994). Sin embargo en nuestros 
análisis de expresión en el CI canino, aunque sí se expresa, no encontramos sobre-expresión de c-
myc frente al resto de los grupos de muestras. 
C-myc se expresa en células que proliferan, pero muy poco o nada en células quiescentes 
o diferenciadas terminalmente. Su sobre-expresión inhibe la diferenciación y favorece la 
proliferación celular. La causa principal de la activación oncogénica de c-myc parece ser la 
desregulación de su expresión, aunque el descubrimiento de alteraciones en la secuencia de las 
proteínas c-Myc expresadas en tumores no permite descartar la existencia de mutaciones 
activantes (Gardiner et al., 1991). 
C-Myc también puede inducir apoptosis cuando existen señales opuestas que bloquean la 
división celular (Hoffman et al., 1998). 
C-Myc se une al ADN y actúa como factor de transcripción, conjuntamente con otra 
proteína denominada Max formando un heterodímero. Max a su vez también puede formar 
homodíneros o heterodímeros con proteínas de la familia Mad y unirse a las mismas secuencias 
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de ADN, por lo que la regulación de los genes a los que se une c-Myc debe ser el resultado 
integrado de los niveles e interacción de todas estas proteínas (Bouchard et al., 1998). 
Entre los genes diana que regula c-Myc se encuentran la protimosina α, ornitina 
descarboxilasa, telomerasa, RCC1, CDC25A, p53, eIF4E y CAD. Por el contrario parece que c-
Myc inhibe la expresión de C/EBPa, la transferasa terminal, la albúmina, NCAM, 
trombospondina-1 y metalotioneína 1 (Caelles, 2000). 
 Como se ha comentado anteriormente nuestros resultados muestran la sobre-expresión 
del gen THBS1 que codifica la proteína trombospondina-1 en el CI y en carcinomas distintos al 
CI, de manera que la expresión basal de c-myc en nuestras muestras tumorales junto con los 
datos de expresión de THBS1 indican que c-myc no está inhibiendo la expresión de la proteína 
trombospondina-1. 
 




Un estudio realizado por Matsuyama et al. en 2001 demostró que c-erbB juega un papel 
importante en la carcinogénesis de la glándula mamaria canina, observando que c-erbB no se 
expresa en glándulas mamarias normales mientras que sí es expresado en tumores mamarios 
benignos y malignos, no habiendo asociación entre el tipo de receptor expresado (c-erbB1, c-
erbB-2, c-erbB3, c-erbB4) y tipo histopatológico de tumor (Matsuyama et al., 2001).  
El erbB-2 codifica para una proteína de 185 kDa, que es una glicoproteína de membrana 
con dominios intra y extracelulares. Tiene actividad tirosina quinasa, y es homólogo del receptor 
del factor de crecimiento epidérmico. Se ha observado que la sobre-expresión de la proteína 
erbB-2 puede transformar diversas líneas celulares. También que animales transgénicos que 
sobre-expresan esta proteína desarrollan con frecuencia adenocarcinomas mamarios (Arteaga et 
al., 1994). 
Hay numerosos estudios que relacionan la frecuencia de sobre-expresión de erbB-2 con la 
aparición de cáncer mamario. Se ha visto expresión del gen en un 20-40% de los tumores 
mamarios invasivos y en más de un 50% de los adenocarcinomas in situ. También se ha asociado 
el nivel sérico de la proteína con la presencia de metástasis y con la resistencia al tratamiento 
quimioterápico (Arteaga et al., 1994). 
En el caso de la especie canina su expresión en el cáncer mamario está asociada con una 
rápida progresión y mal pronostico (Murua Escobar et al., 2001). Nosotros hemos estudiado la 
expresión de erbB-2 en el CI canino mediante la técnica de PCR a tiempo real, encontrando la 
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inhibición de su expresión en esta patología mamaria (p=0,04), tanto en el  análisis realizado con 
pooles como con las muestras individuales. Otros autores han estudiado la expresión de erbB-2 en 
el CI de otras especies y modelos animales. En ratones xenotransplantados con CI observaron 
que las líneas de ratones MARY-X no expresan erbB-2 (Alpaugh et al., 1999), a diferencia de los 
ratones WIBC-9 que sí expresan erbB-2 (Shirakawa et al., 2001). Prost et al. en 1994 estudiaron la 
expresión de erbB-2 en la especie humana mediante southern blotting y encontraron que un 39% 
de 96 muestras con CI expresaban erbB-2, frente al 18% de 224 muestras de otros tumores 
mamarios. Otros estudios en la especie humana realizados por Guerin et al. también mediante la 
técnica de northern blotting observaron que esta expresión del ARNm del gen erbB-2 además es 
mayor en CI que en otros tumores mamarios. Sin embargo estudios anteriores al nuestro 
realizados en la especie humana mediante la técnica de PCR a tiempo real encuentran sobre-
expresión del gen erbB-2 en el 36% de los CI estudiados frente al 26% de otros tumores 




Este gen fue denominado en 1999 por van Golen et al. “Lost in Inflammatory Breast 
Cancer gene” o LIBC. Este grupo utilizando técnicas de hibridación in situ encontraron que LIBC 
(actualmente llamado WISP3), estaba menos expresado en el CI que en otros tumores mamarios 
de grado histológico de malignidad III en la especie humana (van Golen et al., 1999, 2000). Sin 
embargo estudios realizados por Bieche et al. en 2004 también en la especie humana no 
encontraron diferencias de expresión para el gen WISP3 entre muestras de CI y otros tumores 
mamarios. Nuestros resultados aunque realizados en la especie canina concuerdan con los 
obtenidos por Bieche et al, ya que no se han observado diferencias de expresión para WISP3 entre 





Este gen codifica un potente inhibidor de la ciclina dependiente de quinasas. La proteína 
codificada por CDKN1A se une e inhibe la actividad de los complejos CDK2 y CDK4, 
funcionando así como regulador de la progresión del ciclo celular en G1 (Figura IX.2.4). 
La expresión de este gen está estrechamente controlada por la proteína supresora de 
tumores p53, quien a través de la proteína codificada por CDKN1A media el arresto de la fase 
G1 del ciclo celular p53 dependiente en respuesta de variedad de estímulos a estrés. Además la 
 162
Discusión 
proteína puede interactuar con el antígeno nuclear de proliferación (PCNA), ejerciendo un papel 
en la regulación de la duplicación del ADN en la fase S del ciclo celular y en la reparación del 
daño del ADN. 
En el estudio de expresión que realizamos de CDKN1A en la especie canina con 4 pooles 
diferentes dentro del mismo grupo de animales no se encontró una expresión diferencial entre los 
distintos tipos de muestras (p=0,88), de manera que no parece que este gen tenga un papel 
importante en el desarrollo y progresión del CI. 
 









































X. CONCLUSIONES  
 
 
Como conclusión a este trabajo, destacamos los puntos más relevantes que implican a 
rutas metabólicas que podrían estar participando en el desarrollo y progresión del CI: 
 
1) Los resultados de expresión obtenidos para los distintos genes candidatos implicados 
en rutas hormonales, conjuntamente con la expresión del gen CAV1 encontrado mediante 
la técnica de Differential Display, que media el tráfico vesicular de colesterol, nos permite 
emitir la hipótesis según la cual distintas hormonas, podrían estar depositándose en forma 
de gotas lipídicas y actuando como reservorio en el CI, ya que una proporción de CI 
caninos han sido descritos histológicamente como carcinomas ricos en lípidos.  
 
2) La expresión diferente en el CI de determinados genes implicados en el proceso de 
angiogénesis, junto con hallazgos previos de la presencia de unas estructuras tumorales 
semejantes morfológicamente a capilares linfáticos, que actualmente se identifican como 
posible “Vascular Mimicry”, nos hace pensar en rutas metabólicas alternativas a la 
angiogénesis por las cuales el CI podría crecer, proliferar y metastatizar.  
 
3) El aumento significativo de la expresión de COX-2 en el CI es un signo de extrema 
malignidad al ser un gen que participa procesos de proliferación celular, apoptosis, 
angiogénesis, invasividad celular y supresión inmune. 
 
4) La técnica de DD nos ha permitido identificar los genes PHF14 y TTC3 que podrían 
participar en el sistema ubiquitina-proteosoma, cuya inhibición en el CI soporta la 
hipótesis de un peor funcionamiento del proceso de proteolisis en el tejido afectado por el 
CI, ya que estaría disminuyendo la degradación de proteínas mediada por el sistema 
ubiquitina-proteosoma.  
 
5) La técnica de DD ha permitido observar patrones de expresión distintos entre muestras 
de CI, carcinomas no CI y tejido mamario no patológico, identificándose genes cuya 
función in vivo es hasta el momento desconocida, como el que hemos denominado banda 
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bstract
Spontaneous canine mammary inflammatory carcinoma (IMC) shares epidemiologic, histopathologic and clinical characteristics with the
nflammatory breast carcinoma (IBC) disease in humans. We have analysed the steroids levels in serum and in tissue homogenates of IMC,
he expression of two of their receptors (androgen and -estrogen) and of three enzymes included in the steroidogenesis pathway (aromatase
CYP19A1), steroid sulphatase (STS) and estrogen sulfotransferase (EST)) trying to explain the specific accumulation of steroids in IMC tissues
enerating deposits in the form of lipid droplets whose presence can be attributed to steroids secreted by IMC cells. According to our working
ypothesis, oestrone sulphate would be the main component of these lipid droplets. The presence of these steroid deposits would contribute
o the intense proliferation and invasive behaviour of IMC and IBC, although their involvement in angiogenesis is yet to be demonstrated.
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. Introduction
Inflammatory breast carcinoma (IBC) is a rare form of
uman mammary carcinoma considered the most malignant
ype of breast cancer. IBC has a poor survival rate [1–3] and
ccounts for 6% of diagnosed breast cancers. Given that nod-
les are often absent and that chemotherapy is usually rapidly
tarted before surgery, it is difficult to obtain IBC specimens
or research purposes. Thus, several IBC cell lines have been
stablished [4]. The use of animal models is another option,
nd spontaneous inflammatory mammary carcinoma (IMC)
n the dog shares epidemiology, histopathology and clinical
haracteristics with the disease in humans [5–7].The clinical presentation of IBC or IMC resembles that of
n inflammatory process such as dermatitis or mastitis [8].
 Poster paper presented at the 17th International Symposium of the Jour-
al of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, ‘Recent Advances in
teroid Biochemistry and Molecular Biology’ (Seefeld, Austria, 31 May–03
une 2006).
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oi:10.1016/j.jsbmb.2007.03.014e inflammatory mammary carcinoma
he only distinctive feature for a histological diagnosis is
assive invasion of dermal lymph nodes by neoplastic cells
7], which block lymph drainage provoking the characteris-
ic oedema [8,9]. Highly angiogenic, invasive and metastatic
10] characteristics are common and exclusive to both IBC
nd canine IMC. In the latter there is also histopathological
vidence of lipid droplets, whose formation mechanism is
till unclear but whose presence could be attributed to steroids
ecreted by IMC cells [7].
Two genes are differentially expressed in IBC [4], namely
hoC GTPase, a Ras-related guanosine triphosphatase that
s overexpressed in IBC and seems to act as an oncogene,
nd loss of Wisp3, a tumour suppressor belonging to the
GFBP-rP family [4]. These two specific markers of IBC
nd other known genes, such as HMG-CoA reductase, H-
uc/cdc27 and deoxyhypusine synthase, may be involved in
reast cancer progression. Although these and other genes
robably contribute to the mode of invasion of IBC, steroid
ormation is crucial for neoplastic growth and progression of
nflammatory breast carcinoma.
Neoplastic mammary gland is an endocrine tissue by
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athways are implicated in the last steps of 17-estradiol
ormation in breast cancer tissues: the ‘aromatase pathway’
13,14] which transforms androgens into estrogens, and the
sulfatase pathway’ which converts estrone sulphate into
strone by the STS [15–17].
The significant role played by the oestrone sulphatase
STS) pathway in human breast cancers has long been
uggested by several authors, who demonstrated oestrone
ulphate concentrations to be higher in cancerous than in
on-cancerous breast tissue [18,19].
Further studies have shown that oestrogens that are locally
roduced in human breast cancer tissue may contribute to
umour progression [11,12] leading to metastasis, to the
xtent that STS mRNA expression correlates well with
isease-free survival and is an independent prognostic factor
or human breast cancer.
Little is known, however, about the mechanisms responsi-
le for steroid hormone production in IBC. Thus, to improve
urrent knowledge on this particular type of breast can-
er and using IMC as a natural model for the study of
BC [7] here we compare canine inflammatory mammary
arcinoma (IMC) with canine malignant non-IMC mam-
ary tumours (MMT) and with normal mammary tissue,
n terms of the specific steroidogenesis characteristics of
MC. For this purpose, we examined androgen and oestrogen
eceptor expression levels, three enzymes catalysing steroid
hanges (aromatase (CYP19A1), steroid sulphatase (STS)
nd estrogen sulfotransferase (EST)) and several steroid hor-
ones (progesterone (P4), dehydroepiandrosterone (DHEA),
ndrostenedione (A4), testosterone (T), 17-oestradiol (E2)
nd oestrone-sulphate (SO4E1)). Our findings reveal the
typical behaviour of IMC characterised by the production
f lipid droplets.
In non-inflammatory breast carcinomas, high levels of
estrogens formed through the action of oestrone sulphatase
n oestrone sulphate have been described, leading to the
uild up of non-conjugated oestrogens [14]. In IMC, there
s also an accumulation of steroids but these, however, seem
o be mainly oestrone sulphate. According to our working
ypothesis, oestrone sulphate would build in this type of
nflammatory carcinoma to generate deposits up because of
he low expression of STS in the form of lipid droplets.
he presence of these deposits would in turn contribute to
he intense proliferation and invasive behaviour of IMC and
BC, although their involvement in angiogenesis is yet to be
emonstrated.
. Materials and methods
.1. Animals and sampling procedureMammary tissue specimens were surgically obtained from
3 bitches recruited over a 2-year period: 6 with sponta-
eous malignant (histological malignant grade III) non-IMC
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control animals with no history of any disease. The stage
n the oestrous cycle at the time of sampling was established
y taking vaginal smears and only animals at anoestrus were
ncluded in the study. Three tissue fragments were separated
rom each specimen and fixed in buffered formalin (to be
rocessed for histopathology and immunohistochemistry),
rozen (for enzyme immuno-assay), or preserved in RNA
ater (SIGMA), for expression analysis by real time PCR
RT-PCR).
.2. Histopathology and immunohistochemistry
Histopathological diagnoses and immunohistochemical
taining for the oestrogen  receptor (ER) and andro-
en receptor (AR) were performed according to previously
escribed procedures [20]. Briefly, tissue samples were fixed
n formalin, embedded in paraffin and cut into 4-m thick
ections. Deparaffined sections were then immunolabelled
or ER and AR by the streptavidin–biotin complex per-
xidase method. The primary antibodies used were the
abbit polyclonal antibodies antiER (dilution 1:50) (Upstate
iotechnology) and antiAR (dilution 1:15) (Neomarkers),
orresponding to the N-terminal domain of both receptors
manufacturer’s information). Labelled cells were counted
ith the help of a computer-assisted image analyser (Olym-
us Microimage TM image analysis, software v4.0) and a
umour was considered positive when more than 10% of the
ells were receptor positive in five microscopy fields (20×)
elected at random. The intensity of immunostaining was also
cored simultaneously by two observers as low, moderate
r intense depending on the staining shown by most of the
uclei.
.3. Steroid concentrations in serum and tissue
omogenates
Frozen tissue specimens were homogenized in 4 ml of
BS (pH 7.2) and centrifuged at 3500 rpm, for 20 min
t 4 ◦C. Progesterone, dehydroepiandrosterone, androstene-
ione, testosterone, oestrone sulphate and 17-oestradiol
ere determined by enzyme-immunoassay in the tissue
omogenates and also in serum samples.
.4. RNA extraction and cDNA synthesis
Total RNA was extracted using a commercial kit
RNeasy® Midi Kit, QIAGEN) from breast tissue samples,
reserved in RNA later (SIGMA) and frozen at −80 ◦C.
fter checking its integrity, the RNA was aliquoted and pre-
erved in RNA secureTM Reagent (AMBION) at −80 ◦C. The
solated RNA was reverse transcribed using the iScriptTM
DNA Synthesis Kit (BIORAD) in a standard mixture con-
aining 2l of total RNA in a 20l reaction volume. The
eat conditions for reverse transcription were 25 ◦C for 5 min,
2 ◦C for 30 min, 85 ◦C for 5 min and finally, rapid cooling
o 4 ◦C.
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Table 1
Primers used for the RT-PCR analysis
Primer GenBank no. Sequence T a melting (◦)
ER-N AF197950 Forward: 5′-GCTACCTGGCTCTGGATGAG-3′; reverse: 5′-AGTCATTCTCGTCCGGTGGT-3′ 67.2
ER-Z AF197950 Forward: 5′-CCAAGTTCAAAGAGGGATGC-3′; reverse: 5′-CTTCACACGACCAGACTCCA-3′ 65.2
ER-C AF197950 Forward: 5′-GGATGGAGGTGCTAATGGTG-3′; reverse: 5′-GAACGAGGTCTGGAGCAAAG-3′ 62
AR-N AJ313196 Forward: 5′-GCTACCTGGCTCTGGATGAG-3′; reverse: 5′-AGTCATTCTCGTCCGGTGGT-3′ 61.6
AR-Z AJ313196 Forward: 5′-GTCTGATCTGCGGTGATGAA-3′; reverse: 5′-CTTCACACGACCAGACTCCA-3′ 60
AR-C AJ313196 Forward: 5′-GACCAGATGGCAGTCATTC-3′; reverse: 5′-AGGTCAGGGGCGAAGTAGAG-3′ 61.6
Aromatase XM540989 Forward: 5′-CCTCGTGCGTATGGTAACAG-3′; reverse: 5′-ACCCAGTTCGTTGCTGACTT-3′ 61.6
STS XM548847 Forward: 5′-ATGACCTGATGCCGCTACTT-3′; reverse: 5′-GAACTTGGGCGTGAAGAAGA-3′ 61.6
EST XM845548.1 Forward: 5′-GTGAGCGAGATCCTGGACAT-3′: reverse: 5′-AATCCCTGGAGCCTTGAACT-3′ 61.7
GAPDH NM001003142 Forward: 5′-TGCACCACCAACTGCTTGGC-3′; reverse: 5′-GGCATGGACGGTGGTCATGAG-3′ 62.7
-Actin XM536888 Forward: 5′-CTGGAACGGAGAAGGTGACA-3′; reverse: 5′-AAGGACTTCCTGTAACAATGCA-3′ 62





























































I8S AY262732 Forward: 5 -CGGCTACCACATCCTAT
ndicated are the primer name, GenBank Accession Number, primer sequen
.5. Primer design
Primers were designed based on GenBank sequences for
R, ER, CYP19A1, STS, EST, glyceraldehyde-3-phosph-
te deshydrogenase (GAPDH), 18S rRNA and -actin using
rimer3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
rimer3-www.cgi) and the Oligo Analysis and Plotting
ool (QIAGEN; http://www.operon/oligos/toolkit.php). The
equences for these primers are provided in Table 1. We
xamined all three domains (N-terminal, DNA binding and
teroid binding) of the AR and ESR receptors.
.6. Analysis of mRNA expression by RT-PCR
Messenger RNA expression reactions were performed in
n iCycler TM Thermal Cycler (BIORAD) using the fluores-
ent dye SYBR Green I (Molecular probes). Two microliters
f each reverse transcription reaction diluted 1/10 were
mplified using AmpliTaq Gold DNA polymerase (Applied
iosystems). The following concentrations were used for
CR: 1× PCR Buffer II, 2 mM MgCl2 solution, 0.8 mM
eoxynucleotide triphosphate, 0.3M each of forward and
everse primers, SYBR Green diluted 1:10,000 in sterile
ater from a 10,000× stock solution and 0.2 U/reaction of
olymerase. Buffer blanks contained all the reaction compo-
ents without cDNA. All samples were run in duplicate. The
ycling conditions were: (stage 1) 95 ◦C for 8 min and (stage
), 45 cycles at 95 ◦C for 30 s, 61.6 ◦C for AR, CYP19A1
nd STS, 67.2 ◦C for ESR and 61.7 for EST, for 15 s and
2 ◦C for 40 s. In the final cycle (stage 3), the products
ere heated slowly to 95 ◦C to allow fluorescence mea-
urements to be used to generate a dissociation curve from
hich the degree of product purity was assessed. This was
ccomplished by confirming the presence of a single peak
t the known product melting temperature and the absence
f any primer dimers that may generate a peak at a lower
emperature [21].
Standard curves were produced from serial dilutions of




s; reverse: 5 -TGGAGCTGGAATTACCGCGG-3 60
melting temperature used.
eactions for each gene. The house-keeping genes used to
heck for variations due to RNA isolation in samples and
CR efficiency were 18S rRNA, GAPDH and -actin.
.7. Statistical analysis
Data obtained by real time RT-PCR were log transformed
sing the qBase system [22]. All dependent variables (either
xpression and immunohistochemistry data) were adjusted
hrough a linear model with a single independent variable
hich was the canine tissue type with three levels (normal,
MT and IMC). Independent ANOVAs were carried out
or each variable to test significant differences among the
hree canine tissue groups. All data were processed using the
ROC GLM with SAS system. Immunohistochemical data
ere expressed as low, moderate and high staining intensities.
hese categorical variables were analysed by Pearson and
ates χ2-tests. The grade of statistical concordance between
R and ER positive/negative immunostaining was anal-
sed by the κ-test. For all statistical comparisons, the level of
ignificance was set at p < 0.05.
. Results
Mean values for hormones, hormone receptors and
nzymes measured by enzyme-immunoassay, immunohisto-
hemistry and quantitative PCR in different mammary tissue
amples corresponding to normal, canine malignant non-IMC
ammary tumours (MMT) and inflammatory mammary car-
inoma (IMC) are shown in Table 2.
Serum levels of the hormones dehydroepiandrosterone
DHEA), androstenedione (A4), testosterone (T), and
estrone sulphate (SO4E1) were significantly higher in the
MC tissue specimens than in the non-IMC tumours. 17-
estradiol concentrations were significantly lower in IMC
pecimens compared to non-IMC specimens (MMT). No
ignificant differences were observed in P4 levels. In tis-
ue homogenates, the levels of all the steroid hormones (P4,
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Table 2
Means and standard deviations results of the individual ANOVA analysis performed to find significant differences for dehydroepiandrosterone (DHEA),
androstenedione (A4), testosterone (T4), progesterone (P4), 17-oestradiol (E2) and oestrone sulphate (SO4E1), immunohistochemistry (IHC) and RT-PCR
data for ER-IHC, ER-N (N-terminal domain), ER-Z (DNA binding domain), ER-C (steroid binding domain), AR-IHC, AR-N (N-terminal domain), AR-Z
(DNA binding domain), and AR-C (steroid binding domain), and RT-PCR data for CYP19A1, steroid sulphatase (STS) and estrogen sulfotransferase (EST)
variables recorded on normal, canine malignant non-IMC mammary tumours (MMT) and inflammatory mammary carcinoma (IMC) tissue specimens
Normal MMT IMC R2 p-value
Means S.D. Means S.D. Means S.D.
Androgens
DHEA serum 4.25a 1.55 7.08a 0.44 13.17b 3.36 0.67 <0.0001
A4 serum 1.48a 0.70 2.23a,b 0.41 3.92b 1.59 0.40 0.0113
T4 serum 8.51a 3.59 20.45b 0.63 37.30c 10.76 0.66 <0.0001
DHEA tissue 72.07a 44.03 245.54a 24.98 676.79b 173.73 0.79 <0.0001
T4 tissue 0.61a 8.06 48.90b 0.66 274.79c 32.07 0.96 <0.0001
A4 tissue 41.6a 15.77 136.7a 24.91 1027.3a 1221.68 0.28 0.1246
Progestagens
P4 serum 0.22a 0.12 0.23a 0.28 0.26a 0.09 0.01 0.85
P4 tissue 1.23a 1.72 4.79b 0.15 15.5c 3.01 0.87 <0.0001
Estrogens
E2 serum 60.73a 39.78 202.06b 11.95 153.39c 25.80 0.72 <0.0001
SO4E1 serum 1.37a 0.74 3.01b 0.25 6.20c 1.18 0.81 <0.0001
E2 tissue 150.65a 29.73 278.31b 34.853 627.01c 97.09 0.88 <0.0001
SO4E1 tissue 405.10a 84.07 1023.30a 45.09 2.385.30b 950.21 0.58 0.0005
ER
ER-IHC Low 0/6, moderate
3/6, intense 3/6





ER-N 0.57a 0.58 0.20a 0.19 1.37a 1.60 0.21 0.14
ER-Z 0.84a 1.26 2.03a 2.75 1.14a 2.48 0.05 0.67
ER-C 0.48a 0.60 1.30a 1.73 0.34a 0.47 0.15 0.28
AR
AR-IHC Low 3/6, moderate
3/6, intense 0/6





AR-N 105.97a 85.82 20.36a 16.47 10.59b 65.74 0.47 0.0029
AR-Z 947.80a 757.47 121.7b 42.45 25.10b 20.74 0.54 0.0006
AR-C 0.86a 0.35 0.67a 0.56 0.12b 0.14 0.49 0.0015
Enzymes
CYP19A1 6.00a 45.84 42.49a 3.75 79.57a 190.07 0.05 0.59
STS 121.73a 106.40 57.93a,b 121.21 8.00b 7.41 0.27 0.049
EST 49.39a 65.65 12.22a 7.53 13.58a 25.46 0.17 0.18
The R2 (variability explained by the model) and the p-values for each variable are also shown. Tissue steroid levels are expressed in g/g (except for E2 and T
w 2 and T
l ressed a
























Ihich are expressed in ng/mg) and serum steroid levels in ng/ml (except for E
abelling intensity scores as low, moderate and intense. RT-PCR data are exp
eans with different letters (a–c) in the same line denote statistical differen
HEA, A4, T4, SO4E1 and E2) for each IMC specimen were
oughly three-fold the mean values recorded for the MMT and
ontrol specimens.
It should be noted that we did not determine the oestrogen
receptor in our specimens since in a previous study in which
3 cases of canine IMC were examined [7,20], no tumour
pecimen was ER-positive, and for Q-PCR there was no
ignal of growing curve. No significant differences among
pecimens were observed in oestrogen receptor  levels, as
etermined by immunohistochemistry, nor in the expression
f the receptor determined by quantitative PCR. Using this
ast procedure, the three domains, N-terminal, DNA bind-
ng and steroid binding, were independently analysed and all
hree were coincident in the lack of significant differences
etween the three groups of samples.
p
i
owhich are expressed in pg/ml). Immunohistochemical data are expressed as
s values normalised to three house-keeping genes (18s, GAPDH, -Actin).
0.05).
In contrast, when we compared the expression of the
ndrogen receptor among the tissue specimens, significant
ifferences emerged for all the domains analysed. Despite
ower expression levels of all the domains detected in the
MC tumour specimens, these differences were especially
ignificant for the steroid-binding domain (p < 0.0015) com-
ared to the MMT and control tissue specimens. This lower
xpression of the androgen receptor was, nevertheless, not
onfirmed by our immunohistochemical findings, in that sig-
ificantly higher labelling intensities were observed in the
MC compared to the MMT specimens.We also examined the expression in the tissue sam-
les of the enzymes catalysing the different reactions
nvolved in converting androgens to oestrogens (aromatase
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steroid sulphatase or STS) and oestrone to oestrone sul-
hate (estrogen sulfotransferase or EST). The results shown
n Table 2 indicate significantly reduced STS expression
n IMC specimens compared to control tissue but not to
he MMT specimens, despite lower mean levels recorded
or IMC. CYP19A1 expression was higher in the IMC
amples compared to the remaining specimens, although dif-
erences lacked significance probably as a consequence of the
igh intra-group variability (coefficient of variation = 207.56)
hown by these data. Results for EST did not show significant
ifferences among specimens (p > 0.05) indicating a similar
ehaviour of this enzyme regardless of the sample tested.
. Discussion
Human inflammatory breast carcinoma (IBC) and canine
nflammatory mammary carcinoma (IMC) are the most
alignant breast cancers; their prognosis is extremely poor,
et their prevalence is low [1–3]. Nonetheless, the current
ultimodal treatment regimen for IBC, with or without
urgery, has improved the disease-free survival and overall
urvival of patients [10,23]. Fortunately, this type of breast
ancer is rare both in humans and dogs, although the preva-
ence of IMC seems to have increased in the last few decades
7,24], as did the incidence of IBC in women in the 1990s
25]. Clinical presentation resembles that of an inflammatory
rocess such as dermatitis or mastitis [8]. The only distinc-
ive feature for a histological diagnosis is massive invasion of
ermal lymph nodes by neoplastic cells [7], which block the
rainage of lymph leading to the characteristic oedema [8,9].
ighly angiogenic, invasive and metastatic [10] features are
ommon to both inflammatory breast carcinomas, although
n the dog there is also some histopathological evidence of
ipid secretion by IMC tumour cells, possibly steroids [7],
ot described in humans probably due to the unavailability
f non-treated tumour specimens. Because of these features
ommon to IBC and IMC, canine inflammatory mammary
arcinoma has been proposed as a natural model of IBC
7,20]. This model has the advantage that it provides spon-
aneously affected non-treated tissue samples not available
rom humans.
The hormone dependency of breast cancer has been the
ubject of intense investigation [26]. Both normal and neo-
lastic breast tissue contains and produces several forms of
ndrogens [27]. Androgens may influence breast cancer risk
irectly by binding to the AR or indirectly through their con-
ersion to oestradiol [28]. Our results point to the activation of
his latter pathway in IMC for two reasons: (a) high androgen
roduction, attributed elsewhere to local synthesis [26,29],
as reflected in our experiments by the significantly higher
issue and serum levels of DHEA, A4 and T in IMC com-
ared to MMT and control breast tissues and (b) interestingly
ll three AR domains analysed showed significantly lower
xpression in the IMC specimens. These two findings indi-
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ammary tissue, are proportionally superior to that of andro-
en receptor, suggesting that either the androgens not used
n the tissue would be redirected to the blood, or can be used
n the tissue through another mechanism not implicating the
ndrogen receptor, the latter being the hypothesis we would
upport. Thus, the androgen receptor does not seem to medi-
te alone the effect of this high production of androgens. This
ypothesis points to the conversion of androgens to oestro-
ens through the action of the enzyme CYP19A1, which
ends to be expressed (although non-significantly) in greater
mounts in the IMC tissue samples. According to the findings
f Zhou et al. [30], who reported anti-proliferative testos-
erone effects on the mammary epithelium directly mediated
y the AR, this high androgen production in IMC not medi-
ted by the AR would render the proliferative effects observed
n cases of IMC probably through the conversion of andro-
ens into oestrogens.
Immunohistochemistry data show, however, a labelling
ntensity in all IMC samples. This apparent contradiction has
een detected for other steroid receptors [31,32] and accord-
ng to Murphy and Watson [33] can be due to the kind of
ntibody used.
It is well known that oestrogen modulates cell growth
nd differentiation in the mammary gland and numerous ani-
al studies have shown that this hormone can induce breast
ancer [34]. The levels of oestrogens detected in our canine
issues were significantly higher (three-fold) in the IMC com-
ared to the MMT specimens. This notable increase in all the
estrogens measured in IMC tissue can be obtained by a high
ptake of steroids from the plasma, or confirms the fact that
he neoplastic mammary gland is an endocrine tissue by virtue
f its oestrogen and androgen production [11,12,27,28,35];
t can then be hypothesized that these hormones, particularly
igh in inflammatory mammary carcinoma, can be accumu-
ated and/or used in situ.
This finding should correlate with the high expression
evels of the oestrogen receptor, which nevertheless failed
o differ in the three types of specimen examined. Nei-
her did our immunohistochemical results indicate significant
ifferences between IMC and MMT specimens. Thus, if
ndrogens and oestrogens, whose levels were increased in
he IMC tissue samples, are products of local steroid syn-
hesis, the normal expression of the oestrogen receptor beta
nd diminished expression of the androgen receptor observed
ould indicate that steroid production follows another path-
ay. Indeed, the expression patterns shown by the enzymes
romatase, steroid sulphatase and estrogen sulfotransferase,
ogether with the high oestrone sulphate levels detected,
uggest the transformation of DHEA, androstenedione and
estosterone to oestrone and oestradiol and, in turn, the con-
ersion of oestrone and oestradiol into oestrone sulphate,
hich appeared in highest amounts in the IMC tissue sam-
les. Since STS expression was, in turn, significantly lower in
hese specimens, this would suggest no reversal of oestrone
ulphate to oestrone or oestradiol, which was confirmed by
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estrone sulphate could thus be deposited as lipid droplets
o act as a reservoir, as has been reported previously [37]. In
ffect, a high proportion of lipid-rich carcinomas has been
escribed among cases of IMC, but equivalent observations
ave not been possible in human IBC due to a lack tumour
pecimens [5].
There have been reports of higher concentrations of
O4E1 in cancerous than non-cancerous breast tissue [18]
nd this steroid is thought to play an essential role in
egulating several key physiological and pathological pro-
esses [38]. In addition, good inverse correlation has been
bserved between intratumoral steroid sulphatase mRNA
xpression and relapse-free survival in breast cancers [39].
urther, significantly higher concentrations of this steroid
ave been reported in cancerous tissues than in plasma in
ostmenopausal patients [19]. The higher concentration [40]
nd longer half-life of SO4E1 [41] compared to oestradiol
17] suggests a reservoir for the formation of biologically
ctive oestrogens in breast tissue [16]. However, inconsistent
ith our findings, quantitative determinations made in breast
ancer tissue indicate that the conversion of oestrone sulphate
nto oestradiol through the oestrone sulphatase pathway is 40-
o 500-fold that of the conversion of androgens into oestra-
iol mediated by the aromatase pathway [19]. Despite reports
f good correlation between low STS mRNA expression and
elapse-free survival in breast cancers [36], our results would
uggest a poor prognosis related to low STS expression levels
n IMC. Also, our study and previous [20] reflect that a major-
ty of canine carcinomas are ER−, ER+ which would give
f compared to human breast cancer and according to Mur-
hy and Watson [33] a specific function which relation with
ronostic is difficult to establish.
Our findings clearly indicate that oestrone sulphate levels
re significantly elevated in IMC with respect to non-
alignant control tissue. This gives rise to a reservoir in
he form of lipid droplets, rendering the typical neoplastic
ppearance of IMC (Fig. 1). In turn, this biologically active
estrogen pool could enhance vascular endothelial growth
ig. 1. Canine inflammatory mammary carcinoma. Lipid-rich carcinoma.
–E 40×. Abundant enlarged lipid droplets in the neoplastic cells.
[
[
[emistry & Molecular Biology 104 (2007) 93–99
actor (VEGF) [42], explaining the highly angiogenic and
ngio-invasive nature of the aggressive behaviour of IMC and
BC. These hypothesis can be also supported by the different
xpression of the caveolin1 (CAV1) gene detected in IMC
issue specimens (non-published results), a gene encoding a
caffold protein that is the main component of the plasma
embrane of caveolae found in most cell types and that
romotes cell cycle progression and by the significant correla-
ions between this gene and both receptors and the aromatase.
hese last events are, nevertheless, yet to be demonstrated.
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INTRODUCCIÓN
El carcinoma inflamatorio mamario (CI) es un tipo 
especial de tumor mamario localmente avanzado con aspectos 
clínicos e histopatológicos diferenciales y una prevalencia muy 
baja. El carcinoma inflamatorio mamario canino presenta 
características epidemiológicas, clínicas e histopatológicas 
semejantes a las del carcinoma inflamatorio mamario humano, 
por lo que ha sido propuesto como modelo natural para la 
enfermedad humana (1). Estudios previos de CI canino 
relativos a la secreción y regulación de diferentes hormonas 
tanto en suero como en el propio tejido mamario, indican que 
existe un mecanismo endocrino especial en el desarrolllo del 
CI canino (2-4). Concretamente, en los casos de CI existe gran 
expresión inmunohistoquímica del receptor de estrógenos β
(REβ) y del receptor de andrógenos (RA) (4). El objetivo de 
este trabajo es conocer la expresión molecular del receptor de 
estrógenos β (REβ) y del receptor de andrógenos en muestras 
de carcinoma inflamatorio canino y de  tumores mamarios 
malignos.
I I
l carcino a infla atorio a ario ( I) es un tipo 
especial de tu or a ario local ente avanzado con aspectos 
clínicos e histopatológicos diferenciales y una prevalencia uy 
baja. l carcino a infla atorio a ario canino presenta 
características epide iológicas, clínicas e histopatológicas 
se ejantes a las del carcino a infla atorio a ario hu ano, 
por lo que ha sido propuesto co o odelo natural para la 
enfer edad hu ana (1). studios previos de I canino 
relativos a la secreción y regulación de diferentes hor onas 
tanto en suero co o en el propio tejido a ario, indican que 
existe un ecanis o endocrino especial en el desarrolllo del 
I canino (2-4). oncreta ente, en los casos de I existe gran 
expresión in unohistoquí ica del receptor de estrógenos β
( β) y del receptor de andrógenos ( ) (4). l objetivo de 
este trabajo es conocer la expresión olecular del receptor de 
estrógenos β ( β) y del receptor de andrógenos en uestras 
de carcino a infla atorio canino y de  tu ores a arios 
alignos.
MATERIAL Y MÉTODOS
Para este estudio  se han utilizado muestras de 19 tumores mamarios (12 CI de diversos tipos histológicos con grado histológico de malignidad III y  7 tumores malignos no CI de 
diversos tipos histológicos con grado histológico de malignidad III) y de 2 glándulas mamarias normales. Se tomaron muestras adyacentes para histopatología (fijación en formol
tamponado) y análisis molecular (RNA later). El RNA total fue extraído y se realizó el análisis de expresión de REβ y RA mediante PCR a tiempo real. 
I   
ara este estudio  se han utilizado uestras de 19 tu ores a arios (12 I de diversos tipos histológicos con grado histológico de alignidad III y  7 tu ores alignos no I de 
diversos tipos histológicos con grado histológico de alignidad III) y de 2 glándulas a arias nor ales. e to aron uestras adyacentes para histopatología (fijación en for ol
ta ponado) y análisis olecular ( later). l  total fue extraído y se realizó el análisis de expresión de β y  ediante  a tie po real. 
RESULTADOS
▫ REβ se expresa en mayor grado, aunque no significativamente, 
en CI respecto a los tumores malignos no CI (P=0,18).
▫ RA no presenta diferencias significativas de expresión entre los 
distintos grupos estudiados (P=0,5).
▫ β se expresa en ayor grado, aunque no significativa ente, 
en I respecto a los tu ores alignos no I ( =0,18).
▫  no presenta diferencias significativas de expresión entre los 


























Los mecanismos de actuación hormonal sobre la etiología y desarrollo del CI no 
están claros, pero sí se sabe que en la glándula mamaria los estrógenos y andrógenos 
modulan el crecimiento y diferenciación de las células mamarias normales y tumorales 
(5-8). En el caso de carcinoma inflamatorio canino se han encontrado cantidades 
hormonales mayores de androstenodiona, dihidroepiandrosterona, testosterona, 
progesterona, sulfato de estrona y 17β-estradiol en homogeneizados de tejido mamario 
CI, respecto a mamas normales, tumores benignos y tumores malignos no CI (2-4). Es 
posible que una gran proporción de las hormonas esteroideas encontradas en el tejido 
mamario del CI haya sido producida “in situ” (2) y realicen su función de una manera 
autocrina o paracrina.  Todos los niveles séricos de las hormonas estudiadas están 
significativamente elevados en los caso de CI, excepto el 17β estradiol que, a pesar de 
los altos niveles encontrados en el tumor, se encuentran significativamente disminuidos. 
Esto parece indicar una utilización local de los estrógenos a través de sus receptores 
(2,4). 
I I
Los ecanis os de actuación hor onal sobre la etiología y desarrollo del I no 
están claros, pero sí se sabe que en la glándula a aria los estrógenos y andrógenos 
odulan el creci iento y diferenciación de las células a arias nor ales y tu orales 
(5-8). n el caso de carcino a infla atorio canino se han encontrado cantidades 
hor onales ayores de androstenodiona, dihidroepiandrosterona, testosterona, 
progesterona, sulfato de estrona y 17β-estradiol en ho ogeneizados de tejido a ario 
I, respecto a a as nor ales, tu ores benignos y tu ores alignos no I (2-4). s 
posible que una gran proporción de las hor onas esteroideas encontradas en el tejido 
a ario del I haya sido producida “in situ” (2) y realicen su función de una anera 
autocrina o paracrina.  Todos los niveles séricos de las hor onas estudiadas están 
significativa ente elevados en los caso de I, excepto el 17β estradiol que, a pesar de 
los altos niveles encontrados en el tu or, se encuentran significativa ente dis inuidos. 
sto parece indicar una utilización local de los estrógenos a través de sus receptores 
(2,4). 
Sin embargo, la actuación local del exceso estrogénico no parece estar mediada por el 
REα, sino, probablemente, por el REβ, ya que todos los CI analizados mediante 
técnicas inmunohistoquímicas fueron negativos a REα (2,4). La expresión molecular del 
REβ encontrada en el presente estudio, confirma esta hipótesis. El análisis de expresión 
molecular del RA, no revela diferencias entre los grupos de tumores analizados 
(tumores malignos no CI y CI), en contraposición a la mayor expresión con técnicas 
inmunohistoquímicas encontrada en los casos de CI (3,4). La expresión 
inmunohistoquímica  en la especie humana del AR ofrece resultados contradictorios 
respecto al porcentaje de expresión, relación con el tipo histológico, pronóstico y 
correlación con otros receptores esteroideos (6). Y no está claro el mecanismo por el 
cual los andrógenos ejercen su acción en la glándula mamaria, pudiendo realizarse de 
manera directa sobre el AR, ó de forma indirecta mediante su conversión en estradiol
(7).
in e bargo, la actuación local del exceso estrogénico no parece estar ediada por el 
α, sino, probable ente, por el β, ya que todos los I analizados ediante 
técnicas in unohistoquí icas fueron negativos a α (2,4). La expresión olecular del 
β encontrada en el presente estudio, confir a esta hipótesis. l análisis de expresión 
olecular del , no revela diferencias entre los grupos de tu ores analizados 
(tu ores alignos no I y I), en contraposición a la ayor expresión con técnicas 
in unohistoquí icas encontrada en los casos de I (3,4). La expresión 
in unohistoquí ica  en la especie hu ana del  ofrece resultados contradictorios 
respecto al porcentaje de expresión, relación con el tipo histológico, pronóstico y 
correlación con otros receptores esteroideos (6).  no está claro el ecanis o por el 
cual los andrógenos ejercen su acción en la glándula a aria, pudiendo realizarse de 
anera directa sobre el , ó de for a indirecta ediante su conversión en estradiol
(7).
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Carcinoma inflamatorio mamario canino. Células metastásicas
en un vaso linfático positivas a REβ. Streptavidina-biotina-
peroxidasa. 
Carcinoma inflamatorio mamario canino. Marcado eritema. 
COMPARACIÓN DE LA EXPRESIÓN MOLECULAR DEL 
RECEPTOR DE ESTRÓGENOS β (REβ) Y DEL RECEPTOR 
DE ANDRÓGENOS (RA) EN CARCINOMAS 
INFLAMATORIOS MAMARIOS CANINOS Y TUMORES 
MAMARIOS MALIGNOS CANINOS “NO INFLAMATORIOS”.
The inflammatory breast carcinoma (IBC) is a type of locally advanced human
mammary carcinoma. IBC has distinct clinical and pathological features (1,2). The 
dog is a species in which spontaneous inflammatory mammary carcinoma (IMC) 
has been reported and where several similarities have been found with IBC 
concerning epidemiology, histopathology and clinical characteristics (3). IMC has 
been proposed as a natural model to study IBC.
Normal and neoplasic mammary gland secrete steroid hormones as estrogens, 
androgens and other hormones, which are related to the development of tumours 
(4). The biological functions of these and others steroid hormones are mediated 
by a family of steroid hormone receptor (SHRs). There is little information about 
androgen receptor (AR) in canine tissues. 
A total of 16 samples: 8 inflammatory mammary carcinomas, 6 “non-inflammatory” mammary carcinoma, with 
histological malignant grade III, three healthy tissues and serum of the corresponding animals were prospectively 
collected. The tissue samples were analyzed  for AR expression level through immunohistochemistry and Real time PCR, 




























AR immunoexpression was increased in IMC cases in agreement with serum 
and tissue levels of androgens. However, all three AR domains analysed for 
gene expression (N-terminal, DNA binding and steroid binding domains) 
showed a lower expression in IMC for DNA binding domain (significant) and 
the two other domains (but non significant) when compared to non IMC 
carcinomas, and normal tissues. This is in clear contradiction with 
inmunohistochemistry and hormone levels measured in tissue and serum. In 
human breast cancer, inmunohistochemistry of AR offers contradictory results 
on its percentage of expression, relationships with histological type, 
prognostic and correlation with other steroid receptors (5). We explain these 
and our results through the fact that AR expression with Real Time PCR is 
measured  on a pool of RNAm corresponding probably to different cells 
(epithelial cells , connective cells...), when inmunohistochemistry gives the
opportunity of choosing the cells by microscopy. We are keen in revising those 
results by analysing expression in cells sampled with laser technology.  
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3.  Perez-Alenza  MD, Tabanera  E, Peña  L: Inflammatory mammary carcinoma in dogs: 33 cases (1995-1999). J Am Vet Med Assoc 219: 11 0-1114, 2001.
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Figure 1: Canine mammary tumor. 
Tubular carcinoma (non-
inflammatory mammary malignant 
tumor) low positive to AR. 
Heterogeneous staining. 
Streptavidin-biotin-peroxidase. 
Bar=  22 µm. 
Figure 2: Canine mammary 
tumor. Inflammatory mammary 
carcinoma. Metastatic cells in 
lymphatic vessel intensely 
positive to AR. Streptavidin-
biotin-peroxidase. Bar= 44 µm.
Figure 3: AR Expression levels in the 
three types of samples analysed
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RESULTS
ANDROGEN RECEPTOR ESTROGEN RECEPTOR  β
Figure 1: Canine mammary tumor. Tubular 
carcinoma (MMT) low positive to AR. 
Heterogeneous staining. Streptavidin-biotin-
peroxidase. Bar=  22 µm. 
Figure 2: IMC. Metastatic cells in lymphatic 
vessel intensely positive to ESRβ. 
Streptavidin-biotin-peroxidase. Bar= 44 µm.
DISCUSSION
AROMATASE AND STEROID SUFATASE
We have found a significant decrease of STS expression (P=0,05) for IMC respective to normal and MMT samples. In the case of the aromatase (CYP19A1), non 
significant higher values are found in IMC respective to the other type of samples analysed probably as a consequence of the high intra-group variability (variation 












The inflammatory breast carcinoma (IBC) is a type of locally advanced human mammary carcinoma. The dog is a species in which spontaneous inflammatory 
mammary carcinoma (IMC) has been reported and where several similarities have been found with IBC concerning epidemiology, histopathology and clinical 
characteristics which allow to propose IMC as a natural model for IBC study (1). Different clinical and pathological features exist which are not present in other “non-
inflammatory” malignant mammary tumours (MMT): inflammatory mammary carcinoma are highly angiogenic, invasive and metastatic (2), and in the canine species, 
some histopathologic evidences indicate a lipid secretion by IMC cells, possibly steroids (1).
Normal and neoplasic mammary gland secrete steroid hormones as estrogens, androgens and other steroid hormones whose formation and pathways are crucial in 
the neoplastic growth and progression of breast cancer (3). The importance of the estrone sulfatase pathway in human breast cancers has been suggested long years 
ago (4). In this study we compare IMC with MMT and normal mammary tissues, to explain the specific characteristics of IMC for steroidogenesis
MATERIAL AND METHODS
A total of 23 samples: 11 IMC, 6 MMT (with histological malignant grade III), 6 healthy tissues and serum of all the corresponding animals were prospectively 
collected. The tissue samples were analyzed for AR and ESRβ expression level through immunohistochemistry and Real Time PCR (RT-PCR) and Aromatase and 
Steroid Sulfatase (STS) were analyzed through RT-PCR. Profiles for the androgens dehydroepiandrosterone (DHEA), androstenedione (A4), testosterone (T) and for 
the estrogens 17β-estradiol (E2) and estrone-sulphate (SO4E1) were measured both in tissue homogenates and in serum by EIA techniques.
All three AR domains analyzed for gene 
expression (N-terminal, DNA binding 
and steroid binding domains) by RT-
PCR showed a significant lower 
expression (P<.001) in IMC when 
compared to normal tissues, and when 
compared to MMT. However,  
Immunohistochemistry results show a 
higher expression for IMC. Androgen 
levels measured in tissue and serum 
were significantly increased in IMC in 
all cases but tissue A4. 
ESRβ expression was analyzed by 
RT-PCR for the three domains (N-
terminal, DNA binding and steroid 
binding domains) yielding no 
significantly different means. Similar 
results appeared when ESRβ
expression was analyzed by 
immunohistrochemistry. Estrogens
levels in canine tissues and serum, 
are increased in IMC compared to 
MMT and normal mammary gland,  
excepting E2 serum levels which 
were decreased in IMC samples.
In our opinion, the estrogens and the androgens found in the IMC tissues would be synthesized and exerting their function in the mammary gland which acts as an 
endocrine tissue as previously described (3). However, this high level of steroids are not mediated by their receptors: AR showed a significant lower expression in IMC 
and ESRβvalues are not significantly different between samples. ERα receptor has not been measured as a previous study on canine IMC (1) showed no ERα-positive
IMC. These results together with the high SO4E1 tissue level would indicate the conversion of DHEA, A4 and T to estrone (not measured) and E2 which in turn are 
converted to SO4E1 explaining the high levels in tissue and serum IMC samples. As STS expression is in turn significantly lower in these tissues, this would indicate no 
return of SO4E1 to estrone or E2. 
Some mechanisms have been suggested to be especially involved in IMC respect to other MMT as are the histopathologic evidences indicating a lipid secretion by IMC 
cells in the canine species (1). These steroids would be exerting their function through SO4E1 in lipid pathways and accumulate in the form of lipid drops as shown 
below. Interestingly, it has been demonstrated that estrogens increase vascular endothelial growth factor (VEGF), a key factor for angiogenesis (5), which could explain 
the high invasive and metastatic capacity of IMC.
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